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VERZEICHNIS DER IN DER ARBEIT VERWENDETEN ABKÜRZUNGEN 
AR -  Androgenrezeptor 
BSA  - Rinderserum-Albumin 
CDNA  - Komplementäre DNA 
CSS  - Charcoal stripped serum 
CYT351  - PSMA-Antikörper (gegen extrazelluläres Epitop) 
DHT  - Dehydrotestosteron 
DMEM -  Dulbecco Modified Minimal Medium 
DMSO  - Dimethylsulfoxid 
DNA  - Desoxiribonukleinsäure 
EGF -  Endothelial Growth Factor 
EGF-R  - Endothelial Growth Factor Receptor 
FCS  - Fetal calf serum 
CFCS  - Charcoal stripped fetal calf serum  
IGF-1 -  Insulin Dependent Growth Factor 
IGF1-R  - Insulin Dependent Growth Factor Receptor 
LNCaP -  Humane androgenabhängige Prostatakarzinomzellinie  
MRNA -  Messenger RNA 
MNU  - Methyl-nitrosurea (Methyl-Nitroso-Harnstoff) 
NRP152 -  Prostataepithelzellinie der Ratte (benigne) 
NRP154 -  Prostataepithelzellinie der Ratte (induzierte Maligniät) 
PAGE -  Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
Poly -  Polyadenylierte RNA =mRNA 
PC3  - Menschliche androgen-unabhängige 
PCR -  Polymerase- Kettenreaktion 
PBS  - Phosphate buffered saline 
RA  - Retinoic Acid (Retinolsäure) 
RAR`s  - Retinoid Acid - Receptoren (Subtypen α;β;γ) 
RXR`s  - Retinoid Receptoren 
RNA -  Ribonukleinsäure 
RT -  Reverse Transkription (RNA – cDNA) 
T  - Testosteron 
TBST  - Tween-supplementiertes PBS 
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Meiner Frau Bettina und meinen Eltern gewidmet 
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1 EINLEITUNG UND AUFGABENSTELLUNG 
Androgen und Vitamin A sind essentiell für die Aufechterhaltung normaler Zellfunktionen 
in der Prostata. Androgen-Blockade resultiert in Prostata-Atrophie, hervorgerufen durch 
Apoptose und Inhibierung der Zellproliferation (Kyprianou and Isaacs, 1988; Lee et al. 
1990). Andererseits sind Androgene an der Enstehung der Benignen Prostatahyperplasie 
beteiligt (Whitmore, 1973; Lee et al., 1995). Vitamin A – Mangel führt ebenfalls zur 
Prostata-Atrophie und ist durch Metaplasie von Prostata-Epithelzellen gekennzeichnet 
(Wolbach und Howe, 1925). Diese durch Vitamin A-Mangel hervorgerufenen 
Veränderungen können durch Gabe von Retinolsäure (RA) oder Retinol (ROH) verhindert 
werden (Thompson et al., 1964). Diese Daten und Arbeiten über die Prävention einer 
chemisch induzierten Prostata-Karzinogenese durch Retinolsäure (RA) und RA-Derivate, 
lassen vermuten, daß Retinoide eine kritische Rolle in der Aufrechterhaltung einer 
normalen Zelldifferenzierung von Prostataepithelzellen hat (Pollard et al., 1991; Pienta et 
al., 1993; Stearns et al., 1993). 
Sowohl Androgene als auch Retinoide initiieren ihre biologische Aktivität durch Bindung 
und Aktivierung von Rezeproren, die im Zellkern lokalisiert sind. Androgenrezeptor (AR) 
und Retinolsäurerezeptoren (RARs`), von denen eine Reihe von Untereinheiten 
beschrieben sind, (RARα,β,γ und RXRs`) (Chambon et al., 1995) wurden als Liganden-
induzierte Transkriptionsaktivatoren charakterisiert (Evans, 1988; Chambon, 1995). Das 
bedeutet, daß nach Bindung des Liganden (Androgen oder Retinoide) an den jeweiligen 
Rezeptor (AR, RARs`) dieser aktiviert wird und dadurch eine Kaskade verschiedener 
Rreaktionen die Transkription von Genen veranlasst, deren Transkriptionsprodukte 
(Membranproteine, Enzyme) für Zellwachstum und Differenzierung verantwortlich sind. 
Eine Reihe von Beobachtungen lassen darauf schließen, daß Retinoide neben der 
Interaktion  mit deren Retinoidrezeptoren, auch Einfluß auf die Expression des 
Androgenrezeptor (AR) nehmen  (Peehl et al; Huang et al 1996 und 1997). Umgekehrt 
beeinflussen Androgene im Zellkulturmodell die Expression von RARs`. Dies ist 
besonders im Hinblick auf die Therapie des Prostatakarzinoms interessant, da 
bekanntermaßen das therapeutische Konzept einer Androgen-Eliminierung durch die 
Selektionierung androgenresistenter Prostatakarzinomzellen wirkungslos wird. Durch 
Einflußnahme auf die Expression des Androgenrezeptors mittels Retinoiden im Sinne 
einer Differenzierungs-Therapie, wie sie als Standard-Therapie bei der Promyelozyten-
Leukämie eingesetzt wird, könnte diese Selektionierung möglicherweise verhindert 
werden. 
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2 STAND DER FORSCHUNG 
Huang et al. fanden 1997, daß die mRNA-Transkripts der Retinolsäurerezeptoren RARα 
und RARγ vermehrt in Ratten-Prostaten vorkommen und daß die jeweiligen 
Gewebsspiegel dieser Transkripts durch Testosteron negativ moduliert werden. Im 
Gegensatz dazu fanden Huang et al. (1996) eine Dosis-abhängige Stimulation der RARα- 
und RARγ-mRNA in hmanen LNCaP- Zellen nach Testosteronbehandlung.  
Diese Daten lassen vermuten, daß RAR-gesteuerte Prozesse bei der Regulation von 
Zellproliferation und Differenzierung bei Prostatakarzinomzellen involviert sind und daß 
dabei Interaktionen zwischen Androgenen und Retinoiden nicht nur mit deren jeweiligen 
Rezeptoren, sondern zwischen Androgenen und RARs`, sowie Retinoiden und dem 
Androgenrezeptor eine Rolle spielen.  
Diese Beobachtungen sind vor allem im Hinblick auf die Karzinogenese des 
Prostatakarzinoms interessant, da unsere hier vorgestellten Daten sowohl im 
Tierexperiment als auch im humanen Prostatagewebe eine Veränderung der RAR-
Rezeptor-Level auf mRNA-Ebene zeigen. Die Vermutung liegt nahe, daß Mechanismen 
der Zellregulation, die durch RAR- und AR-Aktivierung ablaufen, im Verlauf der 
Karzinogenese verändert werden.   
Allgemein wird angenommen, daß Androgene bei er Karzinogenese des 
Prostatakarzinoms beteilig sind, allerdings fehlt der Beweis eines direkt mitogenen Effekts 
von Androgenen auf Prostataepithelzellen. Eine Reihe von Untersuchungen lassen eher 
vermuten, daß Androgene Zellwachstum und Differenzierung durch Expression von 
Wachstumsfaktoren und deren Rezeptoren beeinflussen (McKeehan et al., 1984; Griffiths 
et al., 1993). Insbesondere die Expression von Epidermal growth factor (EGF) und dessen 
rezeptor (EGF-R) kann durch Androgene reguliert werden (Traish and Wotiz, 1987; 
Schuurmans et al., 1988). Darüberhinaus wurde eine over-expression von EGF-R in BPH 
und beim fortgeschrittenen Prostatakarzinom beschrieben (Turkeri and Wykes, 1994). 
Beobachtungen von Zhang and Goldsmith (1990) weisen darauf hin, daß die Expression 
von EGF-R durch RA moduliert werden kann. Somit liegt die Vermutung nahe, daß 
EGF/EGF-R –Interaktionen Mediatorfunktion bei der Regulation von Zellproliferation und 
Differenzierung haben könnten und als mögliches Bindeglied bei der Signalvermittlung 
zwischen Androgenen und Retinoiden auf das Zellwachstum infrage kommen.   
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2.1 ANDROGENREZEPTOR – MOLEKULARBIOLOGIE, FUNKTION UND 
KLINISCHE BEDEUTUNG 
Männliche Geschlechtshormone (Androgene) sind verantwortlich für die Entwicklung der 
männlichen Geschlechtsorgane, das Wachstum der Körperhaare, die Vergrößerung der 
Stimmbänder, die Spermatogenese, das Muskelwachstum und die Ausprägung anderer 
sekundärer Geschlechtsmerkmale. Jedes dieser Eigenschaften wird durch die 
gewebsspezifische Wechselwirkung von Androgenen mit dem im Zellkern von 
Targetzeellen lokalisierten Androgenrezeptor (AR) vermittelt, wodurch die Aktivierung 
oder Inhibierung von spezifischen Genen vermittelt wird (Kallio et al., 1996). Dabei ist 
relativ wenig über die Mechanismen durch die diese Gen-Aktivierung oder Supprimierung 
erfolgt bekannt. Anscheinend ist einer der ersten Schritte eine Interaktion zwischen dem 
Androgen-Androgenrezeptor-Komplex (A-AR) mit spezifischen DNA-Sequenzen in den 
Target-Zellen, den sogenannten Androgen-Resoponsive-Elements (AREs`). Diese AREs 
enthalten Basensequenzen, die auch bei den Glucocorticoid-Responsive-Elements 
(GREs`) und bei der Retinoic-Acid-Responsive Elements (RAREs`) gefunden werden 
(Kallio et al, 1996; Chambon 1995; Mangelsdorf et al.1993).Diese Homologie  der DNA-
Sequenzen scheint bei der Aktivierung aller Steroid-Rezeptor-Hormon-Komplexen 
(Androgene, Glukortikoide, Retinoide) eine Rolle zu spielen. 
Das Androgenrezeptor (AR)-Gen besteht aus 8 Exons von ~80kb Länge lokalisiert auf 
dem Chromosom Xq11-12 (Kallio et al.,1996). Zwei mRNAs (11 und 7.5kb) werden von 
dem AR-Gen transkribiert.  Mehr als 200 Mutationen des AR-Gens wurden bisher 
beschrieben. Damit ist der AR der am meisten mutierte Transkriptionsfaktor, der bisher 
bakannt ist (Kallio et al; 1992). Dabei sind die meisten Mutationen  Punktmutationen, die 
die Liganden-Bindung mit Androgenen beeinflussen. 
Das AR-Protein ist polymorph aufgrund einer repetitiven Sequenz (CAG-repeat) am N-
Terminal. Die Bedeutung dieses Längen-Polymorphismus ist unklar. Klinische Bedeutung 
scheint dieser Polymorphismus beim Kennedy-Syndrom, einer seltenen progressiven 
Motorneuron- Erkrankung zu haben, bei dem die Länge der CAG-Sequenzen direkt mit 
dem Schweregrad der Erkrankung korreliert (LaSpada et al., 1992).  
Neben dem Kennedy-Syndrom ist das Androgen Insensitivity Syndrome (AIS) mit 
Veränderungen am Androgenrezeptor verbunden, wobei hier bei einer Reihe von 
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Patienten keine Mutationen des AR-Gens nachgewiesen werden konnten (Quigley et al. 
1995). Hinsichtlich der klinischen Relevanz des AR sind das Prostatakarzinom und das 
Mammakarzinom bedeutsam. 
In mindestens zwei Publikationen (Wooster et al., 1992; Lobaccaro et al, 1993) wurden 
AR-Genmutationen im Mammakarzinom des Mannes beschrieben.  
Die Progression des Prostatakarzinoms ist ein multifaktorieller Prozeß, bei dem eine 
Vielzahl genetischer Alterationen von Onkogenen, Tumor Supressor Genen und auch des 
AR-Gens beschrieben wurde. Die ersten Publikationen über AR-Genmutationen beim 
Prostatakarzinom stamen von Klocker et al. (1994). Offenbar scheint ein Zusammenhang 
zwischen der Progression des Prostatakarzinoms und der Inzidenz von AR-
Rezeptormutationen zu bestehen, da AR-Mutationen wesentlich häufiger beim 
metastasierenden als beim primären Prostatakarzinom gefunden wurden (Taplin et al.; 
und Visakorpi et al. 1995).  
2.2 RETINOIDREZEPTOREN UND RETINOIDE 
Vitamin A ist eine essenzielle Komponente unserer Nahrung. Es ist seit langem bekannt, 
daß Retinoide (Derivate des Vitamin A) wesentlich sind für normales Wachstum, Sehkraft, 
Reproduktion und Regeneration einer Vielzahl von Geweben (Sporn et al. 1984; Wolbach 
and Howe, 1925). Andererseits ist bekannt, daß Vitamin A-Mangel ausgedehnte 
Metaplasien von Plattenzellepithelien  im Respirationstrakt, Gastrointestinaltrakt, im 
Urintrakt und im Auge verursacht (Wolbach and Howe 1925; Underwood 1984). 
Darüberhinaus belegen Daten den Einfluß von Vitamin A auf die Embryogenese (Wilson 
et al. 1953). Eine komplette Eliminierung von Vitamin A verursacht im Tiermodell (VAD-
Ratten) eine Vielzahl von kongenitalen Malformationen  des Auges, des Aortenbogens, 
des Herzens, der Lunge und unter anderem die Agenesie von Prostata und Samenblase 
(Wilson et al. 1953).  Ein exzessives Angebot von mütterlichem RA in der Embryogenese 
hat einen teratogenen Effekt (Kessel 1992). Die lokale Anwendung von Retinoiden auf die 
Organogenese der Extremitäten in Vertabraten und die Extremitäten-Regeneration als 
Folge einer lokalen Gabe von Retinoiden bei Amphibien belegen die Rolle von Retinoiden 
als Morphogene (Tabin, 1991).  
Retinoide verursachen biologische Effekte durch Bindung mit Retinoidrezeptoren  
(Giguere et al., 1987; Petkovich et al., 1987). Es wird angenommen , daß mindestens 
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zwei Gruppen von Retinoidrezeptoren existieren (Chambon,1995). Retinoidrezeptoren 
gehören zu den Liganden-induzierbaren Transkriptionsfaktoren , zu denen auch 
Steroidhormon-Rezeptoren, Thyroidhormonrezeptoren und der Vitamin-D3-rezeptor 
gehören (Leid et al. 1992). Die Retinoidrezeptoren RARαβγ werden sowohl durch all-
trans-RA als auch 9-cis-RA aktivirert, wohingegen die Rezeptoren der RXR-Gruppe nur 
durch 9-cis-RA aktiviert wird (Leid et al., 1992; Mangelsdorf et al., 1992). Der Vergleich 
der Aminosäuresequenzen der verschiedenen RARs und RXRs weisen einen hohen Grad 
an Homologie auf (Abb.1) (Chambon, 1995). 
Der Mechanismus der RA/RAR- Interaktion ist schematisch in Abb.2 dargestellt. Es wird 
angenommen, daß sich der jeweilige RAR nach Bindung des Liganden (RA) an die 
Ligandenbindungsstelle, an spezifische DNA-Sequenzen (Retinoid Acid Responsive 
Elements =RAREs) anlagert und dadurch die Aktivierung von Target Genen verursacht 
(Chambon, 1995). Diese Target Gene kodieren Proteine, die für Zell-Proliferation und 
Differenzierung verantwortlich sind  (Abb.2) (Chambon, 1995).  
 
Abb. 1: Struktur der Retinoid-Rezeptoren RARα,β,γ 
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RAR α, β, γ
RXR α, β, γ 
 
Abb. 2: SchematisierterMechanismus der RA/RAR-Interaktion 
 
2.3 ZELLKULTURMODELLE BEIM PROSTATAKARZINOM 
Eine Vielzahl von Prostatakarzinomzellinien ist derzeit in Laborversuchen im Einsatz. 
Dabei deutet die Zahl der verwendeten Zellinien auf die Tatsache hin, daß keine einzelne 
Zellinie alle Eigenschaften menschlicher Prostatakarzinomzellen hinreichend 
wiederspiegeln. Neben der Eliminierung des Einflusses von Stroma-Epithel-Interaktionen, 
die beim menschlichen Prostatakarzinom eine Rolle spielen und auf die im 
Zellkulturmodell verzichtet werden muß, sind es vor allem Unterschiede hinsichtlich der 
Expression des Androgenrezeptores, die Unterschiede in der Zellbiologie verursachen. 
Dabei weisen die von uns verwendeten und eine Reihe anderer Zellinien aufgrund von 
Mutationen des Androgenrezeptors Unterschiede hinsichtlich der Androgenabhängigkeit 
auf. Dabei werden Zellen unterschieden, die zum Wachstum Androgene benötigen 
(androgenabhängig), von solchen, die zur Proliferation zwar keine Androgene benötigen, 
jedoch durch Androgene im Wachstum stimulierbar sind (wie z.B. LNCaP-Zellen).   
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Eine dritte Gruppe von Prostatakarzinomzellen, zu denen PC3-Zellen gehören, sind im 
Wachstum komplett androgenunabhängig. Das bedeutet, daß diese Zellen zur 
Proliferation weder Androgene benötigen, noch durch diese stimuliert werden können.  
Dabei sind die Unterschiede zwischen Prostatakarzinomzellinien mit unterschiedlicher 
Androgenabhängigkeit nich absolut. Interessante Arbeiten von Leland Cheung haben 
gezeigt, daß sich LNCaP-Zellen durch Subklonierung in eine aggressive Karzinom-
Zellinie, C2-4, transformieren lassen, die im Nacktmausmodell in der Lage ist, 
Knochenmetastasen zu verursachen (Cheung et al., 1997). 
Die von uns in der vorliegenden Arbeit verwendeten Zellmodelle sind die folgenden: 
LNCaP: Humane Epithelzellinie aus einer supraklavikulären Lymphknotenmetastase 
eines Patienten mit hormonresistentem, undifferenzierten metastasierendem 
Prostatakarzinom (Lymph Node of Carcinoma of the Prostate), entwickelt 1981 durch 
Horoszewicz et al. (Cancer Research, 1983) in Roswell Park Memorial Institute. Die 
Zellinie hat einen mutierten Androgenrezeptor und ist im Wachstum durch Androgene 
stimulierbar.  LNCaP- Zellen exprimieren  PSA, PAP und das Prostata-Spezifische 
Membran Antigen (PSMA). Der mutierte Androgen-Rezeptor in LNCaP-Zellen führt 
biologisch zu einer Stimulierung des Zellwachstums durch das Anti-Androgen 
Hydroxyflutamid. 
PC3:  Prostatakarzinomzellinie mit aggressivem Wachstumsverhalten im Nacktmaus-
Modell. Der Androgenrezepror ist mutiert. Die Zellinie ist komplett androgen-unabhängig 
hinsichtlich der Proliferation. 
NRP152 : Prostataepithelzellinie, entwickelt von Prostaten aus Lobund-Wistar-Ratten. 
Keine Karzinomzellinie  (Danielpour et al,1994). Die Proliferation der Prostata-
Epithelzellen in Zellkultur wird durch die Zugabe verschiedener Wachstumsfaktoren 
(Hydrocortison, EGF, Cholera-Toxin) in das Zellmedium ermöglicht. 
NRP154: Prostatakarzinomzellinie, entwickelt von Prostaten aus Lobund-Wistar-Ratten 
nach Induktion eines Prostatakarzinoms durch Gabe von Methyl-Nitrosoharnstoff (NMU) 
in die Schwanzvene, gefolgt von chronischer Gabe von Depot-Testosteron als S.C.Kapsel 
(Danielpour, et al.,1994).  
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Die menschlichen Prostatakarzinomzellinien LNCaP und PC3 wurden wegen ihrer 
unterschiedlichen Androgenabhängigkeit verwendet. 
 Die Prostata-Epithel-Zellinien NRP154 und NRP152, die aus Ratten-Prostaten gewonnen 
wurden erlauben einen direkten Vergleich der Retinoid/ Androgenwirkung auf normales 
und karzinomatös verändertes Prostata-Epithel und weiterhin eine Korrelation zu dem von 
uns verwendeten Tiermodell (Lobund-Wistar-Ratten). 
2.4 TIERMODELLE DES PROSTATAKARZINOMS UND DEREN 
LIMITIERUNGEN 
Die Karzinogenese des Prostatakarzinoms wird allgemein als “multi-step” Prozeß 
angesehen, der  offenbar mit einer Progression von einer niedrig-gradigen Histologie über 
das latente Karzinom, bishin zum höher-gradigen metastasierenden Karzinom einhergeht. 
Es ist schwierig, einzelne Stadien dieser Progression zu untersuchen, doch erlauben 
einige Tiermodelle Aufschluß auf Teilprozesse der Karzinogenese des Prostatakarzinoms 
(Bosland, 1992). Die Anforderungen, die ein solches Karzinogenese-Modell erfüllen muß, 
um valide Schlußfolgerungen auf die Karzinogenese des humanen Prostatakarzinoms 
zuzulassen sind die folgenden: 
- Übereinstimmung wesentlicher Elemente der Histologie, molekularer und genetischer 
Eigenschaften mit dem menschlichen Prostatakarzinom 
- Übereinstimmung des biologischen Verhaltens mit dem menschlichen 
Prostatkarzinom (z.B. Androgen-Sensitivität, Fähigkeit zur Metastasierung) 
- Praktikabilität (ausreichende Inzidenz der Karzinogenese in einem akzeptablen 
Zeitraum) 
- Leider wird derzeit keines der verügbaren Tiermodelle allen Anforderungen in idealer 
Weise gerecht (Buttyan und Slawin, 1993). 
Die Induktion einer Karzinogenese im Rattenmodell durch einmalige Gabe eines 
chemischen Karzinogens erzielt nur eine geringe Inzidenz (5-25%) von 
Prostatakarzinomen in den so behandelten Tieren (Pollard, 1973; Bosland, 1992). 
Gleichermaßen wird durch chronische Gabe von Androgenen nur eine geringe 
Prostatakarzinom-Inzidenz erzielt. Die Kombination eines chemischen Karzinogens, wie 
Methyl-Nitroso-Harnstoff (MNU) mit der chronischen Gabe von Testosteron erzielt jedoch 
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Prostatakarzinome im Rattenmodell, deren Inzidenz bei 75-85% liegt (Pollard et al., 
1991). Dabei wirkt Testosteron offenbar als Promoter. 
Obwohl das Pollard-Modell in seiner Validität kritisiert wurde, haben 
immunhistochemische Untersuchungen belegt, daß die histologischen Veränderungen, 
die durch MNU und Depot-Testosteron in Lobund-Wistar-Ratten hervorgerufen wurden, in 
der Tat Prostata-Epithelzellen betreffen (Pugh et al., 1994).  
Alle durch MNU oder Dimethyl-4-Aminobiphenyl (DMAB) induzierten Prostatakarzinome 
sind Adenokarzinome, die meist vom dorsolateralen und anterioren Lobus, aber nicht vom 
ventralen Lubus der Rattenprostaten ausgehen. Dabei ist zu berücksichtigen, daß die 
Rattenprostata aus vier gepaarten Lappen besteht, die im Unterschied zur menschlichen 
Prostata nicht zu einem Organ zusammengefügt sind (Price, 1963).  
Drei dieser Lappen - der dorsale, laterale und anteriore – weisen homologe Strukturen in 
der humanen Prostata auf. Der ventrale Lappen der Ratten-Prostata scheint kein 
menschliches Äquivalent zu haben (Price, 1963). Prostatakarzinome, die in 
Rattenprostaten erzeugt werden zeigen einige wesentliche Übereinstimmungen mit 
menschlichen Prostatakarzinomen, wie z.B. die Androgenabhängigkeit. Dennoch scheint 
Skelett-Metastasierung spezifisch für das menschliche Prostatakarzinom zu sein.  
2.5 THERAPEUTISCHER EINSATZ VON RETINOIDEN BEI MALIGNEN 
TUMOREN 
Retinoide, aufgrund ihrer biologischen Funktion als Morphogene, wurde experimentell bei 
Amphibien eingesetzt, wobei hierbei eine Regeneration der Extremitätenentwicklung 
erzielt werden konnte (Tabin et al, 1991). In Züchtungsversuchen mit weiblichen Ratten, 
die mit Vitamin-A-Mangeldiät ernährt wurden (VAD- Ratten), wiesen die neugeborenen 
Ratten eine Vielzahl angeborener Mißbildungen auf. Unter anderem waren die Augen, der 
Urogenitaltrakt (mit Agenesie der Samenblasen und Prostata), der Aortenbogen, Herz und 
Lunge betroffen (Wald, 1968). Die meisten dieser Mißbildungen konnte durch Gabe von 
RA verhindert oder revertiert werden (Wilson et al., 1953; Van Pelt and de Roij, 1991).  
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Diese Untersuchungen veranlaßten den Einsatz von Retinoid-Derivaten (N-(4-
Hydroxyphenyl)retinamid = 4-HPR) im Tierversuch als mögliches Therapeutikum bei der 
Karzinigenese des Prostatakarzinoms (Pollard et al., 1991). Dabei konnten die 
Untersucher eine deutliche Reduzierung der Inzidenz von experimentell induzierten 
Prostatakarzinomen (von 88% auf 21%) nach Gabe des Retinoid-derivats während der 
Karzinogenese beobachten. Interessant war hierbei, daß mit der Gabe der 4-HPR-Diät 
relativ spät, 7 Monate nach Beginn der MNU/ Testosteron-Behandlung begonnen wurde. 
Die Autoren schlußfolgerten, daß der biologische Effekt des 4-HPR gegen die durch 
Testosteron hervorgerufene Promotion des Tumors zustande kommt.  
Weiere Untersuchungen wurden mit dem Retinoid-Analog Fenretimid im Tiermodell 
durchgeführt (Pienta et al., 1993). Dabei wurde Fenretimid verwendet, um die Toxizität 
von RA zu vermeiden. 
Diese Daten veranlaßten eine Reihe von klinischen Studien mit dem Ziel des Einsatzes 
von Retinoiden bei der Prävention des Prostatakarzinoms.  Leider hat keine dieser 
klinischen Studien bisher Aufschluß über den Vorteil einer Retinoid-Gabe zur Karzinom-
Prävention geliefert (Sporn et al., 1976; Reichmann et al., 1990; Lippmann et al., 1994).  
Aufgrund der langen Latenzzeit bei der Karzinogenese des Prostatakarzinoms und der 
Vielfalt von Faktoren, die auf diese einwirken können, sind Ergebnisse in dieser Richtung 
auch in der näheren Zukunft nicht zu erwarten (Karp et al., 1996).  
Ein überzeugendes Beispiel, wie Molekularbiologie direkten Einfluß auf Therapiekonzepte 
nehmen kann, wird am Beispiel der Akuten Promyelocyten-Leukämie, einer spezifischen 
Form der Akuten Myeloiden Leukämie, deutlich. Die Erkrankung geht mit einer 
spezifischen t(15;17)-Translokation der Blasten einher, die das PML-Gen am Chromosom 
15, an das Gen des RARα am Chromosom 17 fusioniert. Die Erkrankung ist biologisch 
durch eine Koagulopathie gekennzeichnet, die aufgrund von DIC und Fibrinolyse entsteht 
(Chomienne et al., 1996). Die Entdeckung, daß durch Gabe von all-trans-RA die 
Differenzierung unreifer Blasten in reifere Formen möglich ist, hat das therapeutische 
Herangehen bei dieser Erkrankung grundlegend verändert. Dieser Ansatz läßt auch bei 
anderen malignen Tumoren auf die Effizienz einer Differenzierungs-Therapie hoffen. 
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3 MATERIALIEN UND METHODEN 
3.1 VERWENDETE ZELLINIEN UND DEREN CHARAKTERISIERUNG 
LNCaP: HumaneEpithelzellinie aus einer supraklavikulären Lymphknotenmetastase eines 
Patienten mit hormonresistentem, undifferenzierten metastasierendem Prostatakarzinom 
(Lymph Node of Carcinoma of the Prostate), entwickelt 1981 durch Horoszewicz et al. ( ) 
in Roswell Park Memorial Institute. Die Zellinie hat einen mutierten Androgenrezeptor und 
ist im Wachstum durch Androgene stimulierbar. Medium: RPMI mit 5% FCS bei 37 0 C im 
Inkubator. Passage mittels 1%Trypsin/EDTA in RPMI bei 80-90% Konfluenz.  
PC3: Androgenunhabhängige Prostatakarzinomzellinie mit aggressivem 
Wachstumsverhalten im Nacktmaus-Modell. Der Androgenrezepror ist mutiert. Kultur: In 
RPMI-Medium mit 5% FCS bei 37 0 C im Inkubator. Passage mittels 1%Trypsin/EDTA in 
RPMI bei 80-90% Konfluenz.  
NRP152 : Prostataepithelzellinie, entwickelt von Danielpour, Sporn et al. () von Prostaten 
aus Lobund-Wistar-Ratten. Wachstum in DMEM supplementiert mit 5%FCS, EGF, 
Cholera –Toxin, Hydrocortison bei 37 0 C im Inkubator. Passage mittels 1%Trypsin/EDTA 
in DMEM bei 80-90% Konfluenz.  
NRP154: Prostatakarzinomzellinie, entwickelt von Danielpour, Sporn et al. () von 
Prostaten aus Lobund-Wistar-Ratten nach Induktion eines Prostatakarzinoms durch 
einmalige IV-Gabe von Methyl-nitrosoharnstoff (50mg/kg) in die Schwanzvene, gefolgt 
von Depot-Testosteron als S.C.-Kapsel. Wachstum in DMEM supplementiert mit 5%FCS, 
EGF, Cholera –Toxin, Hydrocortison bei 37 0 C im Inkubator. Passage mittels 
1%Trypsin/EDTA in DMEM bei 80-90% Konfluenz.. 
Die Zellinien NRP154 und NRP152 erlauben einen direkten Vergleich der Retinoid/ 
Androgenwirkung auf normales und karzinomatös verändertes Prostata-Epithel. 
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3.2 TIERMODELL NACH POLLARD (LOBUND-WISTAR-RATTE) 
Beobachtungen haben gezeigt, daß der Lobund-Wistar-Rattenstamm spontan zur Bildung 
von Prostatakarzinomen neigt (Pollard, 1973). Die Karzinogenese kann, wie Maurice 
Pollard, Unversity of Indiana, in seinen Arbeiten gezeigt hat durch einmalige IV-Gabe von 
Methylnitrosoharnstoff (MNU, 50mg/kg) in die Schwanzvene gefolgt von subkutaner 
Verabreichung eines Testosteron-Depots stimuliert werden. 90% der so behandelten 
Tiere entwickelten nach 10-12 Monaten ein histologisch nachgewiesenes 
Prostatakarzinom. Insgesamt wurden 100 Lobund-Wistar –Ratten verwendet, die zum 
Zeitpunkt 0, 1.5 Monate, 3 Monate , 6 Monate und 12 Monate nach Behandlung mittels 
Diethylether euthanasiert wurden. Als Kontrollen dienten unbehandelte Tiere. Die 
Prostaten wurden disseziert und in dorsalen und ventralen Lappen getrennt. Ein Teil des 
Gewebes wurde in 10% Formaldehyd fixiert, paraffiniert und für Gewebsschnitte 
verwendet.  
Mit diesen wurde nach De-paraffinierung  immunhistochemische Untersuchungen mit 
Antikörpern gegen RAR α,β,γ durchgeführt. Der andere Teil des Gewebes wurde in 
Trockeneis schockgefroren und bis zur Verarbeitung in flüssigen Stickstoff bei –700 
Cgelagert.  
Das schockgefrorene Gewebe wurde für die Isolierung von Gesamt- RNA zur RT-PCR 
verwendet. 
3.3 GEWINNUNG VON HUMANEM PROSTATAGEWEBE-
GEWEBEAUFBEREITUNG 
Humanes Prostatagewebe wurde aus dem Urologischen Operationssaal des University 
Hospital, UMD-New Jersey Medical School, Newark, NJ, und dem Urologischen 
Operationssaal des VA-Hospitals, East Orange, NJ,USA, bezogen. In beiden 
Einrichtungen war zuvor durch die jeweilige Ethikkommission (Internal Revenue Board- 
IRB) die Verwendung von Prostatagewebe, das nicht zur pathologischen 
Diagnosestellung benötigt wurde, für Forschungszwecke befürwortet. Jeder Patient wurde 
vor dem Eingriff über die Absicht, Prostatagewebe für Forschungszwecke zu verwenden 
aufgeklärt. Eine Einverständnserklärung, die jeder Patient vor dem Eingriff zu 
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unterzeichnen hatte, war im Rahmen des Ethikantrages ausgearbeitet und von der 
Ethikkommission bestätigt worden. Von den Patienen, die wegen eines 
Prostatakarzinoms operiert wurden (Retropubische Radikale Prostatektomie) erhielt 
keiner Anti-Androgene präoperativ. Die Gewebesicherstellung erfolgte durch den 
Untersucher im Zusammenarbeit mit dem Pathologen, der durch Gewebsschnitte die 
Dignität des gewonnenen Gewebes nachwies.  
Das Gewebe wurde dann auf Trockeneis schockgefroren und bis zur Verarbeitung in 
flüssigen Stickstoff bei –700 C gelagert. Einige Gewebsproben wurden direkt von der 
Nationalen Gewebebank (NIH, Bethesda, Maryland, USA) bezogen und dort 
charakterisiert. Die klinisch-pathologische Charakterisierung der verwendeten Gewebe 
hinsichtlich Tumor-Stadium, Gleason-Score und präoperativem PSA ist in Tab.2  
angegeben. Keiner der Patienten hatte Behandlung mit Antiandrogenen oder LHRH-
Agonisten.  
3.4 BESTIMMUNG DER ZELLPROLIFERATION 
A)  Zellzählung wurde durchgeführt, wobei die Anzahl der Zellen in einer 20 µl 
Zellsuspension in den inneren 5 x 5 Feldern einer Neubauer-Kammer 
ausgezählt wurden. Die Gesamtzellzahl in der Zellkultur wurde berechnet. 
B)  [3H]-Thymidin- Inkorporation in die Zell-DNA pro Zeiteinheit wurde als 
Marker der Zellproliferation verwendet. Dabei wurden die Zellen auf einer 12-
well-Kulturplatte propagiert (2-5 x 104Zellen/ Well in 4 ml Medium). Nach 3 
Tagen wurde das Medium entfernt und durch 1ml Kulturmedium (RPMI oder 
DMEM) mit cFCS ersetzt, um endogene Steroide im FCS zu eliminieren. Diesem 
Medium wurde [3 H]-Thymidin in einer Konzentration von 0.5 µCi/ml der Zellkltur 
zugegeben. Die Zellen wurden nach vier Stunden mit 0.2ml Lyse-Puffer (0.1M 
NaCl, 0.01M EDTA, 0.3M Tris-HCl (pH8.0) mit 0.2M Sucrose und 0.5% SDS) 
lysiert. DNA wurde mittels Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1) extrahiert 
und durch Zugabe des gleichen Volmenanteils Isopropanol präzipitiert. Nach 
Waschen mit 70% Ethanol wurde das Pellet mit Szintillationsflüssigkeit 
vermischt und die Aktivität proDNA im β-Counter bestimmt und als cpm/µg DNA 
angegeben. 
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3.5 NORTHERN BLOTS MIT cDNA GEGEN ARmRNA uns RARmRNA 
Gesamt-RNA wurde von verschiedenen Geweben und Zellinien wie bei Chomczynski und 
Sacchi beschrieben () isoliert. Gewebe wurden mit einem Polytron Homogenisator 
(Brinkmann Instruments, Westbury, NY) in 5 Vol. Denaturierungslösung (4M 
Guanidinthiozyanat; 25mM Natriumzitrat pH7.0; 0.5% Sacrosyl und 0.1M 2-
Mercaptoethanol) homogenisiert. Nach der Phenol- und Chloroform-Isoamylalkohol-
Extraktion wurde die RNA aus der wässrigen Phase mit 1Vol. Isopropanol bei -20 0 C über 
Nacht präzipitiert und imVakuuum getrocknet. Poly(A)RNA wurde durch 
Oligo(Desoxythymidin)-Zellulose-Chromatografie isoliert, wie beiChomszynski und Sacchi 
() beschrieben.Die Poly(A)RNA wurde mittels Elektrophorese eines 1%Formaldehyd-
17%Agarose-Gels separiert und auf eine Biotrans-Membran (ICN Biomedical, Costa 
Mesa, CA). Die komplementären cDNA-Abschnitte von Maus- RARα,β,γ wurden durch 
Agarose-Gel-Elektrophorese nach Endonuklease-Digestion isoliert und mit [32 P]-Desoxy-
CTP markiert (Random priming kit, Boehringer, Mannheim). Die Blots wurden für 2-4 
Stunden in 6 x SSC (150mM NaCl und 15mM Natriumzitrat, pH7.0), 0.5% SDS, 50% 
Formamid und 100µg/ ml denaturierte Sperm-DNA bei 42 0 C prähybridisiert.  
Die Hybridisierung erfolgte über Nacht in der gleichen Lösung unter Zusatz von 10 6 cpm/ 
ml radiomarkierter cDNA. Die Membranen wurden dann in 1 x SSC (+0.1% SDS) bei 68 0 
C für 20-30 min gewaschen. Weitere Wasch-Schritte unter Wechsel des Waschpuffers 
(0.2 x SSC und 0.1%SDS) bei 68 0 C für 2 – 4 Stunden. Für die autoradiographische 
Signaldetektion wurde ein KODAK XAR-5-Film (Eastman, Kodak, Rochester, USA) mit 
Intensivierungsschirm für 2-10 Tage mit der Membran bei -20 0 C belichtet. Die 
Membranen wurden nach filmentwicklung gestrippt und mit  [32 P]-markierter β-Aktin-cDNA 
und/ oder cDNA gegen 18SrRNA rehybridisiert. 
Die Signalintensität wurde durch Densitometrie unter Verwendung eines SHIMADZU-
Densitometers und Integrators (Shimadzu Scientific Instruments, Princeton, NJ, USA) 
bestimmt. 
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3.6 ANALYSE DER GEN-EXPRESSION MIT GEN-ARRAYS (NRP152 und 
NRP154 ) 
Unterschiede in der Gen-Expression zwischen den Zellinien NRP152 und NRP154 
wurden unter Verwendung des AtlasTM cDNA-Expressions Arrays (CLONTECH) 
analysiert. Dabei kann mittels AtlasTM-1.2-Array  die Expression von 1176 Genen 
untersucht werden, die für eine Vielzahl bekannter Onkogene, Tumor Suppressor  Gene, 
Zell-Zyklus-Regulatoren, Transkriptionsfaktoren, Transportproteine, 
Zellmembranrezeptoren und Wachstumsfaktoren kodieren. Dabei wurde von den Zellinien 
NRP152 und  NRP154 Gasamt-RNA, wie oben beschrieben isoliert, mit 32P  markiert und 
mit dem AtlasTM-1.2-Array  für 12 Stunden hybridisiert. Die Qantifizierung der 
Genexpression erfolgte dann  mittels der vom Hersteller (CLONTECH) gelieferten 
Phospho-Imaging-Software (AtlasImageTM 1.0). 
3.7 RT-PCR MIT RARα,β,γ- PRIMERN 
Da die Menge an humanem Prostatagewebe begrenzt war, wurde RT-PCR für die 
Identifizierung der RARmRNAs verwendet. Einzelstrang-cDNA wurde unter Verwendung 
von 4 µg RNA und random hexamer primers (Life Technologies) mit Reverser 
Transcriptase (RT) von Moloney Maus-Leukämie-Virus synthetisiert. Die PCR-Reaktion 
wurde mit den in Tab. 1 angegebenen  sense und anti-sense Primer-Sequenzen für 
RARα,β,γ durchgeführt (Tanji et al., 1996).  Eine Zyklus-Response-Kurve wurde für jedes 
Primer-Paar durchgeführt, um sicherzustellen, daß die Amplifikationsbedingungen in den 
linearen Bereich der Zklus-Response-Kurve fallen. Die Bedingungen für jede Reaktion im 
Thermocyler (PERKIN-ELMERS) waren: 30 Zyklen mit folgenden Reaktionsbedingungen 
pro Zyklus: 940 C für 45 sec., 550 C für 30 sec.,720 C für 90 sec. Die Amplifikation wurde 
beendet bei 720C für 10 Minuten. Jede Reaktionsmischung von 50µl Gesamtvolumen 
enthielt: 2µl RT-Produkt, 10 µM dNTP, 1.5 µM MgCl2 und 0.5 Units Taq-Polymerase in 10 
X PCR-Puffer (Life Technologies). 
Eine Mischung von Kontroll-Primern mit und ohne Reverser Transkriptase wurde 
eingesetzt um die Effizienz der RT-Reaktion nachzuweisen (SUPERSCRIPT@, LIFE 
TECHNOLOGIES). Eine Reaktionsmischung mit Kotroll-Primern für G6PDH wurde 
eingesetzt um gleiche Bedingungen bei der Gel-Beladung, sowie die Effizienz der PCR-
Reaktion zu demonstrieren 
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Tab. 1: Primer für RT-PCR ( Sequenzen, Loci und Basenpaarlänge der PCR-Produkte)  
(nach Tanji et al. 1996) 
Primer Orientation Sequence Location Product size 
(bp) 
RARα sense GACTGTTTGCCTGCTCTTCT 529 - 1075 547
antisense GGGTGCCTCTTTCTTCTTTT   
RARβ sense CCGAGGCAGGAGGGTCTA 2108 - 2509 327
antisense CGTAGGCTGTTGGTCTTTTT   
RARγ sense CTCTCCCTCACCCCCACCA 543 - 1056 514
antisense CCGCTTCGCAAACTCCACAA   
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Tab. 2: Patienten und Tumordaten 






B.B. D2 79.8 8 TURP 77 
L.W. T1a 4.8 6 RP+BPLND 65 
V.M. T1a 5.8 5 RP+BPLND 67 
P.A. T1a 7.1 6 RP+BPLND 64 
M.L. T2a 4.7 5 PLND+RP 61 
D.G. D2 95.3 8 TURP 76 
D.J. T2a 6.6 5 RP+BPLND 63 
M.J. D1 12.8 8 TURP 72 
B.R. T2b 7.9 6 PLND+RP 62 
D.I. T1a 1.3 6 PLND+RP 61 
R.L. Benigne 2.0   61 
V.A. Benigne 1.1   59 
F.A. Benigne 1.5   55 
L.W. Benigne 0.5   61 
W.J. Blasenkarzinom 2.1  Radikale Zystectomie 70 
K.J. Bladderhemangio 3.2  Radikale Zystektomie 72 
V.N. Benigne 1.07   66 
J.G. Benigne    65 
G.L. Benigne 3.3  TURP 71 
W.A. Benigne 1.1   67 
T.G. Blasenkarzinom 1.5  Radikale Zystektomie 61 
F.R. Blasenkarzinom 3.1  Radikale Zystektomie 70 
TURP = Transurethrale Prostataresektion; PLND = Pelvine Lymphadenektomie; RP = Radikale 
Prostatektomie 
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3.8 WESTERN BLOTS MIT ANTIK RPERN GEGEN RARα,RARβ,  RARγ, und 
EGFR  
Zellen in einer 25ml-Kulturflasche wurden in PBS gewaschen und in 1ml Protein-Lyse-
Puffer (20mM Tris-HCl, 1mM EDTA, 1mM PMSF, 1%TritonX , 1µg/ ml Aprotinin, 1µg/ml 
Leupeptin (pH8.0) lysiert und als 0.1ml Aliquote bei –700C aufbewahrt. Die 
Proteinkonzentration wurde mittels BCA-Protein Assay (PIERCE@) entsprechend der 
Angaben des Herstellers gegen eine Verdünnunskurve von Rinder-Serum-Albumin (BSA-
Standard, 2mg/ml Protein) bei 562nm spektrophotometrisch bestimmt. Für die 
Durchführung der Western Blots wurden 15µl Probe (=20µg Protein) mit dem gleichen 
Volumen an 2X Loading-Puffer vermischt (1X= 125mM Tris-HCl, pH6.8 mit 2% SDS, 5% 
Glycerol, 0.003% Bromphenylblau und 1% 1-Mercaptoethanol) und im Wasserbad für 5 
Minuen gekocht. Die Probemischung wurde dann durch Elektrophorese für 1.5 Stunde bei 
150V auf einem 7.5% SDS-PAGE-Minigel (BIORAD@) getrennt. Danach wurden die 
Proteine auf eine PVDF-Membran (BIORAD@) bei 45V für 4 Stunden transferiert. 
Die Membran wurde mittels TBST –Puffer (10mM Tris-HCl, 150mM NaCl, 0.05% Tween, 
pH8.0) unter Zugabe von 3% bei 40C über Nacht geblockt.  
Danach wurde die Membran mit TBST gewaschen und mit dem jeweiligen primären 
Antikörper für eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Dabei waren die Verdünnungen 
bei den verschedenen Antikörpern wie folgt:  
Anti-RARα-Ab , Anti-RARβ-Ab und Anti-RARγ-Ab 1: 1000 in TBST.  
Nach wiederholtem Waschen in TBST für 30 min. unter wiederholem Wechseln des 
Waschpuffers wurden die Membranen mit Anti-IgG/Peroxidase-Konjugat (1:1000 in TBST)  
für eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Nach wiederholtem Waschen in TBST für 
45 Minuten erfolgte die Signal-Detektion durch Luminol-Luciferase (ECL-PLUS, 
AMERSHAM@) und Belichtung eines Kodak-XOMAT Films.   
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3.9 LIGANDEN-BINDUNGS-ASSAYS MIT [125I]-EGF und [125I]-IGF1 
3.9.1 Zellmembran- Präparation 
Membranfraktionen von Zellen wurden nach der von Wang et al. (1989) beschriebenen 
Methode isoliert. Dabei wurden die Zell-Pellets in 3 ml eiskaltem Homgenisierungspuffer 
(2.5mM Tris-HCl, 0.3M Sucrose und 1mM Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF), Aprotinin , 
10µg/ml und Leupeptin 1µg/ml; pH 7.4) homogenisiert.  
Die Homogenate wurden für 3 x 30 sec. bei 90% Gesamtintensität Ultraschall ausgesetzt 
(Fisher Sonic Dismembrater Model 300) und danach für 15 min. bei 600 x g bei 40C 
zentrifugiert. Die Überstände wurden mit 1/3 Volmen eines Puffers versetzt, der 0.4M 
NaCl, 0.8mM MgSO4, Aprotinin , 10µg/ml und Leupeptin 1µg/ml; pH 7.4 enthielt. Die 
Membranen wurden dann durch Zenrifugation bei 40,000 x g für eine Stunde in der 
Ultrazentrifuge (BECKMAN, Ti40-Rotor) als Pellet sedimentiert. Die Pellets wurden in 
Phosphat-Puffer (15mM NaH2PO4, 80mM Na2HPO4 Aprotinin , 10µg/ml und Leupeptin 
1µg/ml; pH 7.4) resuspendiert und in Aliquoten bei -700C bis zur Verwendung aufbewahrt. 
Die Proteinkonzentration wurde mittels BCA-Protein Assay (PIERCE@) entsprechend der 
Angaben des Herstellers gegen eine Verdünnunskurve von Rinder-Serum-Albumin (BSA-
Standard, 2mg/ml Protein) bei 562nm spektrophotometrisch bestimmt.  
3.9.2 Liganden-Bindungs-Assays 
Duplikate der oben beschriebenen Membranpräparationen enstsprechend 0.1 mg Protein 
wurden mit steigenden Konzentrationen von 125I-markiertem EGF (0-1000 nM) oder 125I-
markiertem IGF1 (0-1000nM) in 0.2 ml Reaktionspuffer (5mM Tris-HCl, pH 7.0, 125mM 
Sucrose, 75mM NaCl, 0.5mM CaCl2 und 0.5% BSA) für 60 min. bei 250C inkubiert.  
Die Reaktion wurde durch Zugabe von 1ml eiskaltem Waschpuffer (5mM Tris-HCl und 
0.5% BSA, pH 7.0) gestoppt. Membrangebndenes [125I]-EGF oder [125I]-IGF1durch 4 min. 
Zentrifugation bei 14,000 rpm (Eppendorf Tischzentrifuge) bei 40C präzipitiert. Die Pellets 
wurden danach in 1ml Waschpuffer resuspendiert. 
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Die Intensität des γ- Emissionssignals im γ-Counter diente zur quantifizierung des 
membrangebundenen [125I]-Isotops.  Die spezifische Bindung wurde durch Subtraktion der 
unspezifischen Bindung entsprechend der Signalintensität in Gegenwart eines 100fachen 
Überschusses an unmarkiertem EGF oder IGF1, von der totalen Bindung errechnet. Die 
Resultate wurden in fmol/ mg Protein ausgedrückt. Ein Scatchard-Plot erlaubte die 
Bestimmung der Art der Bindungskinetik. 
3.10 IMMUNHISTOCHEMIE MIT ANTIK RPERN GEGEN RARα, RARß, RARγ 
und EGFR 
Zellen: Zellen wurden auf Zellkulturgläser aufgetragen und propagiert. Nachdem 75-80% 
Konflenz erzielt war, wurden die Zellen mit 2% Paraformaldehyd in PBS (plus 0.1% Triton 
für intrazelluläre Antigene) für 20 min. bei 40C fixiert. Die fixierten Zellen wurden in PBS 
gewaschen und mit 1.5% H2O2 für 10 min. bei Raumtemperatur behandelt, um den Effekt 
unspezifischer Peroxidasen zu eliminieren. Die Zellen wurden dann für 30 min.mit 4% 
Serum in PBS/Triton (0.01%) geblockt und anschließend mit PBS (2 x 5 min.) gewaschen. 
Anschließend erfololgte die Inkubation mit dem primären Antikörper (polyklonal, Santa 
Cruz Biotech; Verdünnungen: 1:200 in 4% Serum/PBS unter Zusatz von 0.01% Triton) 
über Nacht (12 Stunden) in einer geschlossenen und befeuchteten Kammer.  Danach 
wurden die fixierten Zellen mit PBS gewaschen (2x5min) und mit Biotin-markiertem Anti-
Kaninchen-IgG (Sigma, 1:200 in PBS) für 30 min bei Raumtemperatur behandelt. Nach 
erneutem Waschen mit PBS (2x5 min) wurde Vectastain-Lösung A+B zugesetzr. Die 
immunhistochemische Erkennungsreaktion war eine Streptavidin-Biotin-Reaktion mit 
einem Meerrettichperoxidase-konjugierten sekundären Antikörper (Vectastain Elite ABC@) 
entsprechend den Angaben des Herstellers. Die Farbdetektion erfolgte durch Zugabe 
einer frisch zubereiteten 0.06%igen Diaminobenzidin-tetrahydrochlorid (DAB)-Lösung 
(Research genetics). Die Beurteilung der Immunfärbung erfolgte im Mikroskop mittels 
Vergleich mit positiven und negativen Kontrollen. Nach Waschen der Zellen in PBS 
erfolgte Gegenfärbung mit Hematoxylin und anschließend 0.1% Ammoniumhydrochlorid. 
Bei allen Versuchen wurden parallel negative Kontrollen durchgeführt, bei denen anstelle 
des primären Antikörpers Serum verwendet wurde.   
Gewebsschnitte: Die Schnitte wurden in Xylen deparaffiniert und in einer alkoholischen 
Verdünnungsreihe fallender Konzentration (100-0%) hydriert. Danach wurden die Schnitte 
in 0.01M Natriumzitrat (pH 6.0) für 30 min. im Wasserbad gekocht und anschließend in 
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PBS (2x5min) gewaschen. Die weitere immunhistochemische Aufarbeitung der 
Gewebsschnitte folgte dann im Wesentlichen dem oben angegebenen Protokoll. 
3.11 DATENANALYSE UND STATISTISCHE AUSWERTUNG 
Das primär verwendete statistische Modell war eine Ein-Weg -Varianzanalyse (ANOVA) 
um Unterschiede zwischen Gruppen zu unterscheiden. Die Daten wurden hinsichtlich 
Normalverteilung mittels SHAPIRO-WILK-W-Test untersucht. Die angewandten Kriterien 
zur  
Unterscheidung zwischen signifikanten Unterschieden innerhalb der zu vergleichenden 
Gruppen wurde im Paarvergleich mittels Students`-T-Test (p<0.01) durchgeführt. Lag 
keine Normalverteilung vor wurde der WILCOXON-Test als nicht-parametrischer Test 
durchgeführt, um Unterschiede innerhalb der Vergleichsgruppen nachzuweisen. Die 
Berechnungen wurden mit Hilfe des JMP-Software Pakets ausgeführt. 
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4 ERGEBNISSE 
4.1 Bestimmung der Zellproliferation 
A) NRP154 und NRP152-Zellen 
Abb. 3:zeigt die Wachstumskurve von NRP-152 und NRP-154 in DMEM-Medium mit 
10%FCS. Die Anzahl der NRP-152 und NRP-154-Zellen nahm im Zeitraum von 5-6 
Tagen stetig zu, ohne daß das Zellmedium gewechselt werden mußte. In diesem 
Zeitraum nahm die Anzahl der NRP-152-Zellen auf das 15fache des Ausganswertes zu, 
die Anzahl der NRP154-Zellen nahm im gleichen Zeitraum auf das 60fache des 
Ausgangswertes zu (p<0.001). Danach nahm die Anzahl der NRP-152-Zellen weiterhin 
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 Abb. 3: Zellproliferation von NRP152 und NRP154 in Abhängigkeit von der 
Inkubationszeit. Jeder Punkt  entspricht dem Median+/-SEM von 4 Experimenten. 
Behandlung von NRP-152-Zellen mit RA in DMEM-Medium (mit 10%cFCS) für 4 Tage 
resultierte in einer dosisabhängigen Zunahme der Zellzahl, mit einem maximalen 
proliferativen Effekt bei einer RA-Konzentration von 0.1µM (p<0.01; Abb.2A). Dabei nahm 
die Zellproliferation im angegebenen Zeitraum nach Behandlung mit 0.1µM RA auf das 
fast 5fache des Ausgangswertes (unbehandelte Zellen zum Vergleich) an.  
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Behandlung von NRP-154-Zellen mit RA resultierte demgegenüber nicht in einer 
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Abb. 4: Abhängigkeit der Zellproliferation bei NRP152 und NRP154 von der RA-
Konzentration 
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Abb. 5: Abhängigkeit der Zellproliferation bei NRP152 und NRP154 von der 
Testosteron-Konzentration. Jede Säule entspricht dem Median+/-SEM von 4 
Experimenten. 
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Unter den oben beschriebenen Kulturbedingungen verusachte Behandlung mit 
Testosteron (T) bei beiden Zellinien (NRP-152 und NRP-154) eine dosisabhängige 
Stimulation der Zellproliferation (p<0.01; Abb. 5:). Dabei erhöthe sich die Zahl der NRP-
152- Zellen im Dosis-Bereich von 0 – 0.2µM T um mehr als das 8fache des 
Ausgangswertes (T=0, unbehandelte Zellen zum Vergleich).  
Die Proliferation  der NRP-154-Zellen erhöthe sich nur um das 2.5fache im Vergleich zu 
unbehandelten NRP-154-Zellen (p<0.01). 
B) LNCaP-Zellen 
Bein LNCaP-Zellen verursachte eine Testosteronbehandlung eine dosisabhängige 
Stimulation der Zellproliferation (p<0.01;  
Abb. 6:). Dabei erhöthe sich die Zahl der LNCaP- Zellen im Dosis-Bereich von 0 – 0.2µM 
T um mehr als das 3fache des Ausgangswertes (T=0, Unbehandelte Zellen im Vergleich). 
Behandlung von LNCaP-Zellen mit RA verursachte eine Dosis-abhängige Stimulation der 
Zellproliferation bis zu einer RA-Konzentration von 0.1µM (Abb. 7:). Hierbei nahm die 














Abb. 6: Abhängigkeit der Zellproliferation bei LNCaP-Zellen von der Testosteron-
Konzentration 
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Abb. 7: Abhängigkeit der Zellproliferation bei LNCaP-Zellen von der RA-Konzentration. 
Jede Säule entspricht dem Median+/-SEM von 4 Experimenten. 
C) PC3- Zellen 
Bei PC3- Zellen, die mit Testosteron (0 – 20nM) behandelt wurden, ließen sich 
erwartungsgemäß im Wachstum nicht beeinflussen (Abb. 8: ).  
Ebenso ließ sich die Zellproliferationsrate von PC3-Zellen durch Gabe von RA (0- 10µM) 





























Abb. 8: Abhängigkeit der Zellproliferation bei PC3-Zellen von der Testosteron-
Konzentration 

























Abb. 9: Abhängigkeit der Zellproliferation bei LNCaP-Zellen von der RA-Konzentration. 
Jede Säule entspricht dem Median+/-SEM von 4 Experimenten.  
4.2 AR-mRNA und RAR-mRNA- Expression 
Northern Blots mit isolierter Poly (A)RNA von den Zellinien NRP152 und NRP154 konnten 
die 9.4kb – Bande der Androgenrezeptor (AR)mRNA nachweisen. Beide Zellinien wurden 
in DMEM mit 10%FCS kultiviert. Die Bandendichte der ARmRNA war 5fach höher in 
NRP152, im Vergleich zu NRP154 bei gleicher Menge an Poly(A)RNA (25µg von beiden 
Zellinien) ( 
Abb. 10:A). A.bb. 10B zeigt, die Bandendichte der 3.4 und 2.7kb RARαmRNA ist 2.5 fach 
höher in NRP-154-Zellen bei gleicher Menge an Poly(A)RNA (25µg von beiden Zellinien; 
n=3; p<0.05). Die Bandendichte der 3.4 kb RARγmRNA war demgegenüber 25% niedriger 
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Abb. 10: (A) Vergleich der Expression der Androgenrezeptor (AR)-mRNA und der RAR 
zwischen NRP152 und NRP154. (B) Vergleich der Expression der RARα- und RARγ-
mRNA zwischen NRP154 und NRP152. RARγ up-reguliert in NRP152. RARα up-reguliert 
in NRP154 
Behandlung von NRP-152-Zellen mit T für 6 Stunden resultierte in einer biphasischen, 
dosisabhängigen Reduzierung der RARα-mRNA und der RARγ-mRNA, mit der 
niedrigsten RARmRNA-Expression bei 0.002-0.02 µM Testosteron (T) (p< 0.01; Abb.11). 
Im Gegensatz dazu, zeigte die Dosis-Wirkungs-Kurve der Testosteronbehandlung auf die 
Expression von RARα-mRNA und RARγ-mRNA bei NRP154 einen genau 
entgegengesetzten Verlauf, m einem Anstieg der Expression von RARα-mRNA und 
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Abb. 11: Expression von RARα und RARγ-mRNA in NRP152 in Abhängigkeit von der 
Testosteron-Konzentration. Repräsentative Northern-Blots (oberes Bild) und quantitative 
Analyse des Dosis-Effekts von Testosteron auf die Expression von RARα und RARγ-
mRNA nach 6 Stunden Behandlung. Jede Bande wurde durch Hybridisierung von 15 µg 
Poly(A)-RNA  isoliert von der NRP152-Zellsuspension gewonnen. Detektion durch [53P]-
markierte cDNA  für  RARα und RARγ (Prof.P.Chambon, Strassbourg). Die Bandendichte 
jades Transkripts in jeder Probe wurde normalisiert gegen 18S-RNA und als Prozent des 
Nullwertes (unbehandelte Proben =100%) berechnet. Jede Säule entspricht dem 
Median+/-SEM von 4 Experimenten. a: Signifikante Unterschiede verglichen mit der 
unbehandelten Kontrollgruppe, P<0.05. 
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Abb. 12: Expression von RARα und RARγ-mRNA in NRP154 in Abhängigkeit von der 
Testosteron-Konzentration. Repräsentative Northern-Blots (oberes Bild) und quantitative 
Analyse des Dosis-Effekts von Testosteron auf die Expression von RARα und RARγ-
mRNA nach 6 Stunden Behandlung. Jede Bande wurde durch Hybridisierung von 15 µg 
Poly(A)-RNA  isoliert von der NRP152-Zellsuspension gewonnen. Detektion durch [53P]-
markierte cDNA  für  RARα und RARγ (Prof.P.Chambon, Strassbourg). Die Bandendichte 
jades Transkripts in jeder Probe wurde normalisiert gegen 18S-RNA und als Prozent des 
Nullwertes (unbehandelte Proben =100%) berechnet. Jede Säule entspricht dem 
Median+/-SEM von 4 Experimenten. a: Signifikante Unterschiede verglichen mit der 
unbehandelten Kontrollgruppe, P<0.05. 
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Die Expression von RARα-mRNA in LNCaP-Zellen war durch Testosteron bis zu einer 
Konzentration von 20nM Up-regulierbar.  Die Expression von RARγ-mRNA wurde durch 

















Abb. 13: Expression von RARα und RARγ-mRNA in LNCaP-Zellen in Abhängigkeit von 
der Testosteron-Konzentration. Repräsentative Northern-Blots demonstrieren die 
Expression von RARα- und RARγ-mRNA nach 6 Stunden Behandlung. Jede Bande 
wurde durch Hybridisierung von 15 µg Poly(A)-RNA  isoliert von der LNCaP-
Zellsuspension gewonnen. Detektion durch [53P]-markierte cDNA für  RARα und RARγ 
(Prof.P.Chambon, Strassbourg). Die Bandendichte jades Transkripts in jeder Probe wurde 
normalisiert gegen 18S-RNA und als Prozent des Nullwertes (unbehandelte Proben 
=100%) berechnet.  
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4.3 Gen-Arrays zur Identifizierung unterschiedlicher Genexpression zwischen 
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Abb. 14: Macro- Gen-Array (Clontech) um Unterschiede der Expression verschiedener 
Gene zwischen NRP152 und NRP154 aufzufinden. A-E waren up-reguliert in NRP152. a-l 
waren up-reguliert in NRP154. 
Gene  a – r  sind up-reguliert in NRP154 Zellen 
a: Calcium/ calmodulin-dependent protein kinase type IV, b: cell adhesion kinase beta 
(CAKbdta), c: Rab-4a ras-related prtein, d: MRK; serine/threonine kinase, e: Leptin 
precursor, f: PKR; double-stranded RNA-activated elF-2a kinase, g: Beta arrestin 1, h: 
GABA-B receptor 1a and 1b, I: T-lymphocyte maturation-associated protein, j: Glycerol 
kinase; glycerokinase; k: Syntaxin binding protein, l: Cytochrome P-450 4F5, m: 67kDa 
glutamic acid decarboxylase, n: glutamic acid decarboxylase, o: aldehydroganse 2, p: 
opioid receptor-like orphan receptor, q: somatostatin receptor 1, r: calcitonin receptor 
precursor 
Gene A – E are up-reguliert  in NRP152 Zellen 
A: cytochrome P450VII; cholesterol 7-alpha-hydroxylase, B: glucose transporter type 1, C: 
testis frutose-6-phosphate 2-kinase; fructose-2,6-biphsphatase, D: Cak tyrosine-protein 
kinase, E: Urokinase receptor + GPI-anchored form urokinase plasminogen  activator 
surface receptor Hose keeping -Gene (HKG) 
HKP 1: myosin, HKG 2: beta actin, HKG 3: GAPDH, HKG 4: phospholipase A2 precursor, 
HKG 5: polyubiquitin 
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4.4 Einfluß der Androgenbehandlung auf Expression von Onkogenen – 
Unterschiede zwischen NRP152/NRP154 
Northern Blot-Hybridisierung mit c-myc-cDNA unter Verwendung von Poly(A)-RNA, die 
von NRP-152 und NRP-154 nach Testosteronbehandlung mit 20nM T  nach 
unterschiedlichen Zeitintervallen nach Behandlungsbeginn isoliert wurde ergab, daß sich 
die Expression von c-myc-mRNA in NRP-152 durch Testosteronbehandlung nicht 
veränderte. Dabei waren weder bei der Dosis-Wirkungs-Kurve im Dosierungsintervall von 
0 – 200nM T (nicht dargestellt), noch im zeitlichen Verlauf (20nM T) statistisch signifikante 
Änderungen der c-myc-mRNA-Expression nachweisbar (Abb. 15). 
Demgegenüber war die Expression der c-myc-mRNA in NRP154-Zellen durch 
Testosteron stimulierbar. Dabei wurde in der Dosis-Wirkungs-Kurve (nicht dargestellt), die 
maximale c-myc-mRNA-Expression bei 20 nM T nachgewiesen. Im zeitlichen Verlauf war 
die Stimulierung durch Testosteron 15 Minuten nach Behandlung erkennbar, und bis 180 
Minuten nach Behandlungsbeginn nachweisbar (Abb. 15). 
 χ−µ ψχ
18 σ
ΝΡ Π152 ΝΡ Π154
             0    15    30    60  120  180        0    15    30    60  120  180
Zeit nach Testosteron-Behandlung [min]
 
Abb. 15: Expression von Onkogenen c-myc-mRNA wird durch Androgene stimuliert. In 
NRP152 erfolgte keine Änderung der c-myc-mRNA-Expression nach Gabe von 
Testosteron. In NRP154 wurde die Expression von c-myc-mRNA durch 
Androgenbehandlung stimuliert. Der Effekt war 15 Minuten nach Behandlungsbeginn 
nachweisbar, und daurte bis 3 Stunden nach Behandlung an. 
Die Tatsache, daß Prostatakarzinomzellen durch Androgene zur Expression von 
Onkogenen veranlaßt werden können, erklärt möglicherweise die klinisch nachweisbare 
Stimulierbarkeit des Prostatakarzinoms durch Testosteron. Diese Daten sind andererseits 
Hinweis darauf, daß unser Zellmodell wesentliche Eigenschaften von klinischen 
Prostatakarzinomen widerspiegelt. 
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4.5 RT-PCR von menschlichem Prostatageweben (Benigne versus Karzinom) 
mit RAR-Primern 
RARα: Ein Vergleich der Bandendichten der 547bp-RT-PCR-Produkte von RNA aus 
humanem Prostatagewebe nach Gelelektrophorese (2% Agarose) unter Verwendung der 
in Tab. 2 angegebenen Primer, zeigte signifikante Unterschiede für die Expression der 
RARαmRNA-Transkripts im Vergleich zwischen benignen (25 Proben) und malinen 
Prostatagewebe (25 Proben). Die mittlere Bandendichte bei den Prostatakarzinomen war 
46.6 +/- 10.3% gegenüber 13.4+/- 5.8% bei benignen Prostatageweben (Abb.13; p<0.01). 
Von den 25 benignen Gewebsproben zeigten 15 keine Expression von RARαmRNA. Die 
klinische Charakterisierung der verwendeten Gewebe hinsichtlich Tumor-Stadium, 
Gleason-Score und präoperativem PSA ist in Tab. 1 angegeben. Keiner der Patienten 
hatte Behandlung mit Antiandrogenen oder LHRH-Agonisten.  
RARβ: Ein Vergleich der mittleren Bandendichten der 327bp-RT-PCR-Produkte unter 
Verwendung der in Tab. 2 angegebenen Primer zeigte mit 25.2+/-8.9% (25 benigne) 
gegenüber 20.3+/-5.5% (25 maligne) keine signifikanten Unterschiede (Abbb.14  ; 
p<0.01). 
RARγ: Ein Vergleich der mittleren Bandenintensitäten der 514bp-RT-PCR-Produkte nach 
2% Agarose-Gelelektrophorese unter Verwendung der in Tab.2 angegebenen Primer 
zeigte mit 78.5+/- 3.5% (25 benigne) gegenüber 10.9+/-4.6% (25 maligne) signifikante 
Unterschiede (Abb. 15 ; p<0.01). Von den 25 malignen Gewebsproben zeigten 15 keine 












DNA      N1       N2                       Ca1       Ca2
Bandendichte in [%]
RARα  - Karzinom      RARα  - Benigne
 
Abb. 16:  RT-PCR mit RNA von humanem Prostatagewebe. Vergleich der Expression 
von RARα-RNA zwischen benignem [n=25] und malignem [n=25] Prostatagewebe. Primer 
und RT-PCR-Produkte wie in Tab. 1 angegeben  Signifikante Unterschiede zwischen 
Karzinom und und benigner Prostata (n<0.05).  
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RAR β - Karzinom               RARβ − Benigne
 
Abb. 17: RT-PCR mit RNA von humanem Prostatagewebe. Vergleich der Expression 
von RARβ-RNA zwischen benignem [n=25] und malignem [n=25] Prostatagewebe. Primer 
und RT-PCR-Produkte wie in Tab. 1 angegeben  Signifikante Unterschiede zwischen 
Karzinom und und benigner Prostata (n<0.05).  
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  DNA N1    N2       N3 C1   C2    C3
Bandendichte in [%]












RARγ - Karzinom ΡΑΡγ − Βενιγνε
 
Abb. 18: RT-PCR mit RNA von humanem Prostatagewebe. Vergleich der Expression 
von RARγ-RNA zwischen benignem [n=25] und malignem [n=25] Prostatagewebe. Primer 
und RT-PCR-Produkte wie in Tab. 1 angegeben  Signifikante Unterschiede zwischen 
Karzinom und und benigner Prostata (n<0.05).  
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4.6   Western Blots mit Antikörpern gegen RARα , RAR ß, RARγ, EGFR  
Western blots wurden mit Zellysaten von behandelten (RA, T oder deren Kombination) 
und unbehandelten NRP154 und NRP152 durchgeführt. Dabei war die eingesetzte 
Proteinmenge pro Lane jeweils 50µg. Als Antikörper wurde ein monoklonaler anti-RARα 
(Geschenk von Prof. P. Chambon, Strassbourg, France) in einer Verdünnung von 1:200 
verwendet (Abb. 19:). 
RARα
NRP154 NRP152
0.1µM RA   0.01 µM RA  control  0.1µM RA   0.01 µM RA  control
 
Abb. 19: Western blots mit Proteinlysaten von NRP154 und NRP152-Zellen nach 
Behandlung mit RA; Monoklonaler RARα- Antikörper 1:200. ECL-Signal-Detektion. 
NRP154 zeigte im Vergleich zu NRP152 eine deutlich höhere Expression von RARα mit 
einer etwa doppelten Bandendichte von NRP154 gegenüber NRP152  (Proteinlysate 
unbehandelter Zellen ;NRP152: NRP154 = 1:2.1). Bei NRP152 wurde die Expression von 
RARα durch RA inhibiert, wobei der maximale Effekt bei einer RA-Konzentration von 
0.1µM gefunden wurde, bei der fast kein RARα nachweisbar war. 
Im Gegensatz dazu zeigte sich, daß bei NRP154 troz der insgesamt höheren Expression 
von RARα, ein inhibierender Effekt von RA hinsichtlich der RARα-Expression zwar 


















Abb. 20: Western blots mit Proteinlysaten von NRP154 und NRP152-Zellen nach 
Behandlung mit RA; Monoklonaler RARα- Antikörper 1:200. ECL-Signal-Detektion. Die 
Bandendichte von NRP152 =100%. Jede Säule entspricht dem Median+/-SEM von 4 
Experimenten.  
Western blots mit Anti-RARα wurden mit Proteinlysaten von LNCaP-Zellen durchgeführt. 
Der Effekt einer Testosteronbehandlung (4 Stunden in RPMI-Medium supplementiert mit 
10% charcol-strippen FBS) ist in Abbildung 21 dargestellt. Behandlung mit Testosteron (1-
200 nM) führte zu einer Stimulierung der RARα-Expression, wobei der naximale Effekt bei 
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Abb. 21: Western blots mit Proteinlysaten von LNCaP-Zellen nach Behandlung mit 
Testosteron (T; 0-200nM) ; Monoklonaler RARα- Antikörper 1:200. ECL-Signal-Detektion. 
B) EGF-R 
Behandlung von NRP-152-Zellen mit 0.1µM RA für 24 Stunden verurursachte eine 
Reduzierung der 170kDa-Bandendichte des EGF-R-Proteins auf 40% des 
Ausgangswertes (p< 0.05;Abb.19). Andererseits verursachte Behandlung mit 0.02µM 
Testosteron (T) einen Anstieg der 170kDa-Bandendichte des EGF-R-Proteins auf 130% 
des Ausgangswertes (p<0.05). Deser Effekt wurde durch simultane Gabe von 0.1µM RA 
eliminert (Abb. 22:) 
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Unbehandelt   Testosteron 20 nM  RA 0.1µM RA + T
        EGF-R
        170kDa
NRP-152
 
Abb. 22: Western blots mit Anti-EGF-R-Antikörper . 25µg Protein von Zellysaten 
(NRP152) nach Behandlung mit Testosteron (T), RA und deren Kombination. 
Unbehandelte NRP152 zum Vergleich. 
Bei NRP-154-Zellen war die 170kDa-Bandendichte des EGF-R-Proteins nach Behandlung 
mit 0.1µM RA für 24 Stunden ebenfalls reduziert, aber nur auf 60% des Ausgangswertes 
(p<0.05;Abb.20). Behandlung von NRP-154-Zellen mit Testosteron (T) oder RA+T 
verursachten keine Veränderung der Bandenintensität der 170kDa- EGF-R-Bande 
(p<0.05; Abb.22,23) 
NRP154 Unbehandelt    Testosteron 20 nM  RA 0.1µM RA + T
 
Abb. 23: Western blots mit anti-EGF-R-Antikörper. 25µg Protein von Zellysaten 
(NRP154) nach Behandlung mit Testosteron (T), RA und deren Kombination. 




















Abb. 24: Effekte von 0.1µM RA, 20nM Testosteron (T) und deren Kombination (RA+T) 
auf die Expression von EGFR-Protein. Quantitative Analyse der Bandendichten von 
Westernblots (Abb.19+20) mit Antikörper gegen EGF-R. Resultate sind Mittelwerte +/-
SEM von vier identischen experimentellen Ansätzen. * kennzeichnet signifikante 
Unterschiede im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe (=100% Bandendichte; 
p<0.05). 
4.7  Liganden-Bindungs-Assays mit [125I]-EGF und [125I]-IGF1 
Behandlung von NRP-152-Zellen mit 0.1µM RA für 4 – 48 Stunden verursachte eine 
kontinuierliche Reduzierung der EGF-R-Verfügbarkeit im Liganden-Bindungs-Assay (Abb. 
22) für 48Stunden-Behandlung; p<0.05). Andererseits verursachte die Behandlung mit 
0.02µM Testosteron (T) eine 50-75%ige Zunahme der Ligandenbindung. Dieser Effekt 
wurde duch simltane Gabe von 0.1µM RA verhindert. 
Behandlung von NRP-154-Zellen mit 0.1 µM RA resultierte in einer Abnahme der EGF-R-
Verfügbarkeit innerhalb von 24 Stunden (p<0.05), die Bindung von [125I]-EGF kehrte bei 
48Stunden Behandlung zum Ausgangswert zurück (Abb.19). Während die Verfügbarkeit 
von EGF-R in NRP-154-Zellen ebenfalls durch Testosteron stimulert wurde (bis zu 8 
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Stunden; p<0.05), war dieser Effekt bei 24 stündiger Behandlung nicht mehr nachweisbar 
– ebensowenig war der Antagonistische Effekt der RA-Behandlung, der bei NRP-152-
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Abb. 25: Die Effekte von 0.1µM RA, 20nM Testosteron (T) und deren Kombination 
(RA+T) auf die Verfügbarkeit von EGF-R gemessen mittels Liganden-Bindungs-Assays 
(A) bei NRP152 und (B) bei NRP154 nach verschiedenen Zeitintervallen nach 
Behandlung. Jede Säule representiert den Median von vier Experimenten und ist als 
prozentuale Differenz von unbehandelten Kontrollen ausgedrückt. * kennzeichnet 
signifikante Unterschiede im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe (=100% 
Bandendichte; p<0.05). 
LigandenBindungs-Assays mit [125I]-IGF1 zeigten einen analogen Verlauf wie bei Bindung 
von [125I]-EGF für NRP154-Zellen und NRP152-Zellen. 
 Behandlung von NRP-152-Zellen mit 0.1µM RA für 4 – 48 Stunden verursachte eine 
kontinuierliche Reduzierung der IGF-R-Verfügbarkeit im Liganden-Bindungs-Assay für 
48Stunden-Behandlung; p<0.05). Andererseits verursachte die Behandlung mit 0.02µM 
Testosteron (T) eine 50-75%ige Zunahme der Ligandenbindung. Dieser Effekt wurde 
duch simltane Gabe von 0.1µM RA verhindert. 
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Behandlung von NRP-154-Zellen mit 0.1 µM RA resultierte in einer Abnahme der IGF-R-
Verfügbarkeit innerhalb von 24 Stunden (p<0.05), die Bindung von [125I]-IGF1 kehrte bei 
48Stunden Behandlung zum Ausgangswert zurück. Während die Verfügbarkeit von IGF-R 
in NRP-154-Zellen ebenfalls durch Testosteron stimulert wurde (bis zu 8 Stunden; 
p<0.05), war dieser Effekt bei 24 stündiger Behandlung nicht mehr nachweisbar – 
ebensowenig war der Antagonistische Effekt der RA-Behandlung, der bei NRP-152-Zellen 
gefunden wurde,nachweisbar. 
L igand  b ind ing  assays - LN C aP  ce ll 
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Abb. 26: Ligandenbindungs-Assays mit LNCaP-Zellmembranen inkubiert mit [125I]-IGF1 
steigender Konzentration. RA= 24 Stündige Inkubation mit 0.1µM Retinolsäure; T=24 
Stündige Inkubation mit 20nM Testosteron. Jeder Punkt enstricht dem Median von vier 
Versuchsansätzen. 
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Ligand b ind ing assays: 
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Abb. 27: Ligandenbindungs-Assays mit NRP152-Zellmembranen inkubiert mit [125I]-
IGF1 steigender Konzentration. RA= 24 Stündige Inkubation mit 0.1µM Retinolsäure; 
T=24 Stündige Inkubation mit 20nM Testosteron. Jeder Punkt enstricht dem Median von 
vier Versuchsansätzen. 
L ig a n d  b in d in g  a s s a y s :
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Abb. 28: Ligandenbindungs-Assays mit NRP154-Zellmembranen inkubiert mit [125I]-
IGF1 steigender Konzentration. RA= 24 Stündige Inkubation mit 0.1µM Retinolsäure; 
T=24 Stündige Inkubation mit 20nM Testosteron. Jeder Punkt enstricht dem Median von 
vier Versuchsansätzen. 
 57
4.8  Immunhistochemie mit Antikörpern gegen RARα, RAR ß, RARγ  
4.8.1  Zellinien 
 Immunhstochemische Untersuchungen mit Antikörpern gegen RARα,γ (human) ergaben 
Kreuzreaktivität mit den Zellinien NRP152/NRP154 (Ratte). Dabei war die 
Immunreaktivität gegen RARα bei NRP154, LNCaP und PC3 stark positiv. Die 
Immunreaktivität gegen RARγ war bei NRP152 deutlich intensiver als bei NRP154 (Abb. 
23). Eine semiquantitative Morphometrie wurde durchgeführt, wobei Peroxidase-positiv 
gefärbte Zellen (positive Zellkern-Anfärbung) ausgezählt und die Intensität der Färbung 
mittels eines einfachen Scores (0=keine Anfärbung;  1=schwach positiv in <10% der 
Zellen; 2= moderat positiv in >10% der Zellen; 3= stark positiv in >10% der Zellen) 
bestimmt wurde Abb. 29). Bei allen Versuchen wurden parallel negative Kontrollen 
durchgeführt, bei denen anstelle des primären Antikörpers Serum verwendet wurde. Als 
Positivkontrollen wurden Gewebsschnitte von Rattentestis mit vorher bestimmter positiver 
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Abb. 29: Immuncytochemie von NRP154 (A) und NRP152 (B) mit anti-RARα,β,γ-






















Abb. 30: Semiquantitative Summen-Scores von Immunhistochemischen Färbungen 
von NRP152 und NRP154, wie in Abb. 23 angegeben. Die durchschnittlichen Summen-
Scores sind als Balkendiagramme dargestellt, die Median+/-SEM von acht Experimenten 
beinhalten (signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen (p<0.01) sind mittels * 
markiert. 
Wie Abb 30 zeigt, ist die Expression von RAR α  in NRP-154 signifikant höher als in 
NRP152 –Zellen. Die Expression von RARγ  ist demgegenüber signifikant höher in 
NRP152 , als in NRP154-Zellen. Die Expression von RARβ wies keinen Unterschied 
zwischen NRP152 und NRP154 auf. 
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4.8.2  Immunhistochemie mit Rattenprostaten 
4.8.2.1 Unterschiede in der Expression der RARα, RARβ, RARγ in Abhängigkeit von 
der  Lokalisation in der Rattenprostata 
Um Unterschiede in der Expression der RARα,β,γ-mRNAs in Abhängigkeit von der 
Lokalisation des untersuchten Gewebes (ventrale und dorsale Ratten-Prostaten) wurde 
Poly(A)-RNA aus den dorsalen und ventralen Lappen von Rattenprostaten seperat 
isoliert. Zum Vergleich wurde Poly(A)-RNA aus der gesamten Rattenprostata isoliert. 







    Gesamte       Ventrale         Dorsale
    Prostata        Prostata       Prostata
 
Abb. 31:  Unterschiedliche Expression der RARmRNAs in Abhängigkeit von der 
Lokalisation in der Prostata der Ratte (Northern blots mit 15µg Poly(a)RNA isoliert aus 
deventralen, dorsalen Lobulus der Ratten-Prostata oder der gesamten Ratten-Prostata. 





















Abb. 32: Unterschiedliche Expression der RARmRNAs in Abhängigkeit von der 
Lokalisation in der Prostata der Ratte (Northern blots mit 15µg Poly(a)RNA isoliert aus 
deventralen, dorsalen Lobulus der Ratten-Prostata oder der gesamten Ratten-Prostata. 
Quantifizierung des in Abb.25 dargestellten Versuchs. Die Bandendichte jades Transkripts 
in jeder Probe wurde normalisiert gegen 18S-RNA und als Prozent des Nullwertes 
berechnet. Jede Säule entspricht dem Median+/-SEM von 4 Experimenten. Expression 



















Abb. 34: Expression von RARs in der Prostata der Ratte. Immunhistochemie mit anti 
RARγ. (1:200) 
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4.8.2.2 Einfluß von Kastration auf die Expression der RARα, RARβ, RARγ im 
Rattenmodell 
Um den bereits in Zellkultur-Experimenten nachgewiesenen Effekt der Interaktion von 
Androgenen mit den RARs zu simulieren, wurden Kastrationsversuche mit Ratten 
durchgeführt. Dabei dienten unbehandelte Tiere als Kontrollgruppe. Bei den kastrierten 
Tieren wurden nach 12 Stunden, 1,2,3 und 6 Tagen die Prostaten (Gesamt-Prostata) 
entfernt und das Gewebe zur Gewinnung von Poly(A)RNA für Norther-Blot 
Hybridisierungen mit RAR-cDNAs verwendet. Dabei zeigte sich, daß sowohl die 
Expression von RARα-mRNA, als auch die Expression von RARγ-mRNA nach Kastration 
bis zu einem Zeitraum von 6 Tagen zunimmt (Abb.35). Die  subkutane Gabe von Depot-
Testosteron nach Kastration beweist, daß Testosteronmangel für die vermehrte 
Expression der RARα- und RARγ-mRNA verantwortlich ist, da Testosteron-
Supplementierung die Expression der RAR-mRNAs` auf den Level von unkastrierten 
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Abb. 35: Kastrationseffekt auf die Expression von RARα-mRNA und RARγ-mRNA nach 
verschiedenen Zeitintervallen nach Kastration in der Prostata der Ratte. Northern blots mit 
15 µg Poly(A)-RNA aus Ratten-Prostaten unbehandelt (Kontrolle) und nach 










Abb. 36: Kastrationseffekt auf die Expression von RARβ in ventraler und dorsaler 
Prostata der Rat.te (Immunhistochemie mit anti-RARβ; 1:1000;) 
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4.8.2.3 Einfluß einer chemisch induzierten Karzinogenese auf die Expression der 
RARα, RARβ, RARγ im Rattenmodell  
Nach Induktion einer Karzinogenese mittels IV-Injektion von Methyl-Notrosoharnstoff 
(MNU) in die Schwanzvene von Lobund-Wistar-Ratten, gefolgt von subkutaner Gabe von 
Testosteronkapseln (1cm), wiesen 90% der so behandelten Tiere histologische 
Veränderungen im Sinne eines Prostatakarzinoms auf. Unbehandelte Tiere wurden als 
Kontrollgruppe verwendet. Die Prostaten der behandelten (und unbehandelten Tiere zur 
Kontrolle) wurden nach 0,3,6,12,24 und 40 Wochen nach Behandlungsbeginn entfernt. 
Das Prostatagewebe, welches nicht für Gewebsschnitte verwendet wurde, wurde in 
flüssigem Stickstoff schockgefroren und für die Isolierung von Gesamt-RNA verwendet. 
RT-PCR mit den oben angegebenen Primern diente der Untersuchung der Expression der 
RAR-mRNAs im zeitlichen Verlauf der Karzinogenese im Rattenmodell. 
DNA    -RT    40   24   12     6    3     0
Abb. 37: Expression von RARαmRNA in Lobund-Wistar-Ratten nach Behandlung mit 
MNU + Testosteron in Abhängigkeit von der Zeit (in Wochen) nach Behandlungsbeginn. 
Die Expression von RAR α-mRNA wurde im Verlaufe der Karzinogenese (Vergleich t=0 
mit t=40 Wochen) auf das durchschnittlich 10fache des Ausgangswertes erhöht (6 
behandelte Tiere pro Gruppe – 4 unbehandelte Kontrolltiere pro Gruppe zum Vergleich). 
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DNA      40         24       12         6          3       0
523 kb
 
Abb. 38: Expression von RARγmRNA in Lobund-Wistar-Ratten nach Behandlung mit 
MNU + Testosteron in Abhängigkeit von der Zeit (in Wochen) nach Behandlungsbeginn. 
Die Expression von RAR γ-mRNA, ausgedrückt in der Bandendichte nach RT-PCR,  
wurde im Verlaufe der Karzinogenese (Vergleich t=0 mit t=40 Wochen) auf 
durchschnittlich 1% (1/100 des Ausgangswertes) gesenkt  (6  behandelte Tiere pro 
Gruppe – 4 unbehandelte Kontrolltiere pro Gruppe zum Vergleich). 
Im vergleich zu den oben angegebenen RAR α- und RARγ -mRNA, änderte sich die 
Expression von RARβ-mRNA im Verlauf der Karzinogenese im Lobund-Wistar-
Rattenmodell, ausgedrückt in der Bandendichte nach RT-PCR, nicht signifikant. 
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4.8.3 Immunhistochemie – Gewebsschnitte mit humaner Prostata 
 
Abb. 39: Unterschiede in der Expression von RARγ in Prostatakarzinom (links) und 
BPH (rechts) in menschlicher Prostata. Immunhistochemie mit Semidünnschnitten nach 
Radikaler Prostatektomie wegen eines Gleason 6 Prostata-Karzinoms.  
Immunhistochemische Färbungen wurden verwendet, um die Lokalisation der RAR- 
Expression in archiviertem, formalin-fixierten und in Paraffin eingebetteten menschlichem 
Prostatagewebe nachzuweisen. Die Anfärbbarkeit der Prostata-Schnitte wurde mit einem 
semi-quantitativen Score  ausgewertet. Dabei wurde die Immunreaktivitä wie folgt 
beurtelt: 0=negativ; 1=schwach positiv in <10% der Epithelzellenellen; 2=moderat positiv 
in 10% der Epithelzellen; 3=stark positiv in >10% der Epithelzellen eines Azinus. 
Insgesamt wurden jeweils 8 Gewebsschnitte von 12 undifferenzierten  Adenokarzinomen 
(Gleason >6) , jeweils 8 Gewebsschnitte von 12 hoch differenzierten Adenokarzinomen 
(Gleason <7) und jeweils 4 Schnitte von 12 normalen Prostaten untersucht.  
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Im Drüsenepithel von histologisch normalem Prostata-Gewebsschnitten, war RARγ-
Immunreaktivität im Zytoplasma in homogener Verteilung nachweisbar (Abb.38). Die 
RARγ- Immunreaktivität war 2+ in über 90% der untersuchten Azini und 3+ in den übrigen 
Azini (<10%). Während der Gasamt-Score für die RARγ- Immunreaktivität in 
Adenokarzinomen mit Gleason-Grading <6 vergleichbar war mit normalem 
Prostatagewebe, variierte die Farbintensität zwischen Epithelzellenn innerhalb der Azini. 
Die in normalem Prostatagewebe beobachtete homogene Anfärbbarkeit der 
Endothelzellen innerhalb eines Azinus weicht einer Heterogenität hinsichtlich der 
Immunreaktivität. Diese Befunde wurden in Adenokarzinomen mit Gleason-Grading <7 
und in PIN gesehen (Abb.39). In Adenokarzinomen mit Gleason Grading >7 
(undifferenzierte Karzinome), war nur noch eine schwache oder keine Immunreaktivität 
gegen RARγ nachweisbar (Abb.40). 
 
Abb. 40: Immunhistochemie mit anti-RARγ-Antikörpern. Undifferenziertes 
Prostatakarzinom (Gleason >7) links im Bild ohne Nachweis von Immunreaktivität gegen 




Abb. 41: A) Hematoxilin-Eosin-Färbung eines undifferenzierten Prostatakarzinoms. B) 
Verlust der Immunreaktivität gegen RARγ bei einem undifferenzierten Prostatakarzinom. 
 
Tab. 3: Grad der Immunreaktivität (semi-quantitativ) und Anzahl immunpositiver Zellen 
pro Azinus. Vergleich von Gewebsschnitten aus menschlichem Prostatagewebe zwischen 
benigner Prostata (Normal); PIN, hochdifferenzierten (Gleason <7) Prostatakarzinomen 
(LGPCa) und undifferenzierten (Gleason >6) Prostatakarzinomen (HGPCa). Statistische 
Unterschiede zwischen den Gruppen mit p<0.05. 
RARα Immunreaktivität [0-3] 0.4 1.71 2.42 2.83 
 Anteil immunpositiver 
Zellen pro Azinus [%] 
74.6% 25.4% 75.1% 82.7% 
   P<0.05 P<0.05 P<0.05 
  Normal PIN LGPCa HGPCa 
RARβ Immunreaktivität [0-3] 1.52 0.7 1.9 1.97 
 Anteil immunpositiver 
Zellen pro Azinus [%] 
55% 32% 46.5% 69.7% 
   P<0.05 N.S. N.S. 
RARγ Immunreaktivität [0-3] 2.62 2.29 0.26 0.08 
 Anteil immunpositiver 
Zellen pro Azinus [%] 
72.2% 33.2% 73.5% 92.5% 
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4.9  Vergleich der Expression von RARα, RARβ, RARγ-mRNA in 
verschiedenen Geweben und Zellinien 
Eine Reihe von Experimenten lasse den Schluß zu, daß eine vermehrte Expression von 
RARα vorwiegend in Prostatakarzinomzellen, in Lobund-Wistar-Ratten nach Induktion 
einer Karzinogenese mittels Nitrosaminen und Androgenen, sowie in menschlichem 
Prostatakarzinomgewebe vorkommt. 
Demgegenüber gibt es eine Reihe von Hinweisen darauf, daß eine vermehrte Expression 
von RARγ vorwiegend in benignen Epithelzellinien von Rattenprostaten (NRP152), in 
Gewebsschnitten von Rattenprostaten, sowie in Gewebsschnitten von normalem  
humanen Prostatagewebe vorkommt.Die in Abb. 41dargestellten Northern-Blots  stellen 
eine Zusammenfassung verschieder untersuchter Gewebe und Zellinien hinsichtlich der 


































Abb. 42: Unterschiede inder Expression von RARα-mRNA und RARγ-mRNA zwischen 
Prostata und Prostata-Karzinom . Northern blots mit 15 µg Poly(A)-RNA aus Prostata-
Geweben (Human und Ratte) und den Prostata-Zellinien NRP152, NRP154 und LNCaP. 
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5  DISKUSSION 
Für den Kliniker ist das Problem der Androgenresistenz beim Prostatakarzinom bislang 
ungelöst. Während Prostatakarzinome, die mit den derzeit etablierten Staging-Verfahren 
als “lokalisiert” bezeichnet werden, einer Behandlung durch Radikale Prostatektomie oder 
Betsrahlung (Brachytherapie oder External Beam oder deren Kombination) mit kurativer 
Intention zugänglich sind, ist das metastasierende Prostatakarzinom nur palliativ 
angehbar. Die first-line Therapie beinhaltet Androgen-Eliminierung, entweder durch 
Bilaterale Orchiektomie oder mittels Gabe von GnRH-Agonisten +/- Anti-Androgenen. 
Dabei ist der Nachweis einer besseren Wirksamkeit einer kompletten Androgenblockade 
(CAB) gegenüber einer Therapie mit GnRH-Agonisten allein, trotz über 27 prospektiven, 
randomisierten Studien, nur unzureichend belegt.  
Scher et al. haben beobachtet, daß Patienten, die steigende Serum- PSA-Werte unter 
CAB aufwiesen, nach Absetzen des Anti-Androgens (Flutamid) auf die Therapie mit PSA-
Senkung ansprachen. Der Effekt, bekannt als andogen-withdrawal, kann daduch erklärt 
werden, daß es im Verlauf der CAB nicht nur zur Selektion von Androgen-resistenten 
Zellklons, sondern möglicherweise auch zu Mutationen des Androgenrezeptors in 
Prostatakarzinomzellen kommt. Diese Mutationen könnten die biologische Wirkung des 
Anti-Androgens (Flutamid) verändern, so daß aus einem Androgen-Inhibitor ein 
Androgen-Stimulator wird.  
Die Anti-Androgen-Behandlung von metastasierenden Prostatakarzinomen mit führt in 
fast allen Fällen im Zeitraum von 18 bis 36 Monaten zur Androgenresistenz. Damit sind 
die therapeutischen Optionen weiter eingeschränkt, da chemotherapeutische Ansätze 
bislang nur unzureichende Wirksamkeit gezeigt haben. 
Für uns war die Frage der Androgenrezeptorwirkung interessant, insbesondere die 
Untersuchung von molekularbiologischen Mechanismen , die einen Einfluß auf die 
Androgen-Androgenrezeptor-Interaktion haben könnten. Dabei konzentrierten wir uns auf 
Retinoide und deren Rezeptoren (RARs`), da diese strukturell und funktionell dem 
Androgenrezeptor und dessen Liganden ähnlich sind. Retinoide haben sich als wirksame 
Therapie bei der Promyelozytenleukämie erwiesen (Huang et al.) und sind funktionell 
wirksam als Stimulatoren von Epithelzelldifferenzierung und Zellproliferation ().  Retinoide 
und deren Rezeproren  haben in Zellkulturen, wie frühere Arbeiten aus unserem Labor 
 74
zeigten, Wechselwirkungen mit dem Androgenrezeptor und dessen Liganden (Huang et 
al., 1997). So konnte die Expression des Androgenrezeptors in Zellkulturen durch Gabe 
von RA modifiziert werden (Huang et al., 1997; Richter et al., 1999), andererseits wurde 
die Expression der RARs`αβγ durch Gabe von Testosteron moduliert.  Dabei zeigen 
verschiedene Zelllinien mit unterschiedlicher Stimulierbarkeit durch Androgene auch 
Unterschiede hinsichtlich des Effekts von RA. So sind die androgenabhängigen LNCaP-
Zellen durch  
Testosteron stimulierbar und reagieren nach Gabe von Androgenen mit einer Erhöhung 
der Zellproliferation. Gabe von Retinoiden resultierte ebenfalls in einer Zunahme der 
Zellproliferation, bis zu einer RA-Konzentration von 0.1µM.  
Androgenunabhängige Zellen, wie PC3, sind weder durch Testosteron, noch durch 
Retinoide stimulierbar. Interessanterweise haben erste Versuche, PC3-Zellen mit RAREs` 
zu transfizieren, biologisch zu einer Stimulierbarkeit durch Androgene und RA geführt 
(Huang et al., unveröffentlicht). Damit könnten RARs als Target für gentherapeutische 
Ansätze beim Prostatakarzinom genutzt werden. Ein weiterer Schwerpunkt unserer 
Untersuchungen konzentrierte sich auf Prostata-Epithelzellen (NRP152) und 
Prostatakarzinomzellen (NRP154) von Ratten-Prostaten. Diese Zellinien, die von 
Danielpour et al () etabliert wurden, erlaubten einen Vergleich von  Prostata-Epithelien mit 
karzinomatös veränderten Prostata-Epithelium im Ratten-Modell (Danielpour et al., 1996). 
Darüberhinaus ließen sich Vergleiche mit dem von uns verwendeten Tiermodell (Ratte) 
bei Kastrationsversuchen, hinsichtlich der Lokalisation von RARs` in Gewebsschnitten 
und der Einfluß einer experimentell induzierten Karzinogenese (Pollard-Modell) auf die 
Expression von RARs` anstellen.  Gen-Arrays  erlaubten Aufschluß auf die Unterschiede 
in der Gen-Expression zwischen NRP152 und NRP154 und dienten zur weiteren 
Charakterisierung der beiden Zellinien. Dabei stellte sich heraus, daß nicht nur  
unterschiedliche Gene im Vergleich zwischen NRP152 und NRP154 exprimiert wurden, 
sondern sich die beiden Zellinien auch völlig unterschiedlich hinsichtli ch der 
Stimulierbarkeit mit Testosteron verhielten. Besonders bemerkenswert war die 10fach 
höhere expression von Interferon-α in NRP154 nach Stimulation mit Testosteron im 
Vergleich mit NRP152. 
NRP154 und NRP152 wiesen unterschiedliches Wachstumsverhalten nach Gabe von RA 
auf, wobei die Proliferationsrate von NRP152 nach Gabe von RA bis zu einer 
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Konzentration von 0.1µM bis auf das fast 5fache des Ausgangswertes anstieg. 
Demgegenüber blieb die Proliferationsrate von NRP154-Zellen, trotz einer initial höheren 
Proliferationsrate, nach Gabe von RA im Vergleich zu NRP152 fast unverändert. LNCaP-
Zellen zeigten einen 4fachen Anstieg der Zellproliferation nach Gabe von RA bis zu einer 
RA-Konzentration von 0.1µM. PC3-Zellen waren durch Gabe von RA in ihrem 
Wachstumsverhalten nicht beeinflußbar. 
Androgenbehandlung zeigte sowohl bei NRP152 als auch bei NRP154 einen 
stimulierenden Effekt auf die Zellproliferationsrate, wobei diese bei NRP152 auf das 
8fache des Ausgangswertes, bei NRP154 nur auf das doppelte des Ausgangswertes 
anstieg. LNCaP-Zellen waren bekanntermaßen ebenfalls durch Testosteron stimulierbar, 
wobei im angegebenen Konzentrationsbereich ein Anstieg der Zellproliferationsrate auf 
das 3fache des Ausgangswertes zu beobachten war. PC3 ließen sich, als 
androgenunabhängige Prostatakarzinomzellen, nicht durch Testosteron im Wachstum 
beeinflussen. Interessanterweise beobachteten Huang et al. in Experimenten, bei denen 
PC3 dauerhaft mit  Sequenzen von Retinoid Acid Responsive Elements (RAREs`) 
transfiziert wurden, eine Inhibierung der Zellproliferation bei diesen transfizierten PC3-
Zellklons nach Gabe von RA (unveröffentlicht). 
Um mögliche Mechanismen aufzuklären, die für die Unterschiede der Zellproliferation 
nach Behandlung mit Retinoiden und Androgenen bei den verschiedenen Zelllinien 
verantwortlich sind, führten wir Northern-Blots mit cDNAs gegen RARαβγ, sowie den 
Androgenrezeptor (AR) durch. Dabei stellte sich heraus, daß RARα-mRNA vermehrt in 
NRP154 exprimiert wird, während RARγ-mRNA vermehrt in NRP152 exprimiert wird. 
Auch die Expression der AR-mRNA zeigte Unterschiede zwischen NRP154 und NRP152. 
Wir fanden außerdem nach Behandlung von Testosteron im Sinne eines Dose-Response-
Experiments Unterschiede in der Expression von RARα-mRNA und RARγ-mRNA bei den 
Zellinien NRP154 und NRP152 in Abhängigkeit von der Testosteron-Konzentration. Die 
Tatsache, daß die Expression von Retinoidrezeptor-RNA durch Androgene beeinflußt 
werden kann, wurde schon von Huang et al. 1997 in Prostata , Samenblasen und Nieren 
von Ratten in Kastrationsversuchen gezeigt. Auf Zellkulturebene konnten wir diesen Effekt 
der Modulation der RAR-RNAs duch Androgene hiermit auch bei LNCaP-Zellen, sowie 
NRP154 und NRP152 nachweisen. Ein weiterer Bestandteil unserer Untersuchungen, war 
der Nachweis einer  möglichen Stimulation von Proto-Onkogenen und Rezeptoren von 
Wachstumsfaktoren, wie sie schon  bei LNCaP-Zellen beschrieben wurde ( Traisch et al. 
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1987). Wir konzentrierten uns dabei auf c-myc als Onkogen, und konnten mittels Northern 
Blot Hybridisierung bei NRP154, nicht aber bei NRP152, eine Stimulation der Expression 
von c-myc-mRNA durch Testosteronbehandlung nachweisen. Die kanzerogene Zellinie 
NRP154 zeigte dabei eine Stimulation der Expression von c-myc-mRNA, wie wir durch 
Dosis-Wirkungs-Versuche nach Behandlung mit Testosteron unterschiedlicher 
Konzentration (0 – 200 nM) durch Northern Blot Hybridisierung nachweisen konnten.  
Dabei war im zeitlichen Verlauf die Stimulation der c-myc-RNA-Expression schon 15 
Minuten nach Androgenbehandlung vorhanden, und war bis zu 3 Stunden nach 
Behandlung nachweisbar. 
Weiterhin konnten wir mittels Western-Blots und Liganden-Bindungs-Assays nachweisen, 
daß die Expression von  EGF-Rezeptor-Protein in NRP154 und NRP152 durch 
Behandlung mit RA und/ oder Testosteron modulierbar ist. Dabei zeigen beide Zellinien 
wiederum Unterschiede in der Expression des EGF-R in Abhängigkeit von Androgen und/ 
oder Retinoid-Behandlung. Wir vermuten, daß das Gen, das EGF-R-Protein kodiert zu 
den “down-stream” Genen gehört, die durch Interaktion, sowohl von RA/ RAR, als auch 
Androgenen mit dem Androgenrezeptor reguliert werden. Beoachtungen über die 
Modulierung der EGF-R-Expression in Mambranfraktionen aus Prostatagewebe wurden 
bereits von Traisch et al. (1987 publiziert. In Liganden-Bindungs-Assays konnte 
nachgewiesen werden, daß nicht nur die Verfügbarkeit des EGF-Rezeptor-Proteins, 
sondern auch dessen Affinität zu EGF durch Androgene und Retinoide beeinflußt werden 
kann. Dabei wirken Retinoide inhibierend auf die biologische Verfügbarkeit, als auch die 
Bindungsaffinität gegen EGF, während Androgene stimulierend wirken. Beide Effekte, 
sowohl der Androgene als auch der Retoinoide, wirkten sich auf die beiden Zellinien 
NRP154 und NRP152 graduell unterschiedlich aus. 
 Ein ähnlicher Mechanismus könnte bei der Regulierung der IGF-R-Expression durch RA 
und/ oder Testosteron eine Rolle spielen, wie unsere Liganden-Bindungsassays mit 
Zellmembranepräparationen von NRP154, NRP152 und LNCaP-Zellen vermuten lassen.  
Da die Prostatakarzinomzellinien NRP152 und NRP154 aus Rattenprostaten bevor und 
nach Induktion einer Karzinogenese durch Gabe von Methyl-Nitrisoharnstoff IV in die 
Schwanzvene gefolgt von einer subkutanen Implantation einer Depot-Testosteron-Kapsel 
(Pollard et al.), waren wir daran interessiert, die Expression der RARs` während der 
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Karzinogenese im Ratten-Modell (Lobund-Wistar-Ratten) zu verfolgen. Als Detektion der 
Expression der RAR-mRNAs wurde RT-PCR mit von Cunha et al. angegebenen Primern 
für RARαβγ verwendet, da aufgrund der zur Verfügung stehenden geringen Mengen an 
Prostatagewebe eine Northern-Blot-Hybridisierung nicht infrage kam. Dabei zeigte sich 
mittels RT-PCR, daß im Verlauf der experimentell über einen Zeitraum von 10 Monaten 
induzierten Karzinogenese, bei der etwa 90% der Tiere ein histologische Veränderungen 
im Sinne eines Prostatakarzinoms im H/E-gefärbten Gewebsschnitt aufwiesen, die 
Expression von RARα-mRNA zunahm die Expression der RARγ-mRNA jedoch abnahm. 
Dies steht in Übereinstimmung mit unseren  Northern Blot Hybridisierungen mit den 
Zellinien NRP152 und NRP154. Im Gewebsschnitt ließen sich ebenfalls die Zunahme der 
Expression von RARα und die Abnahme der Expression von RARγ im Verlauf der 
Karzinogenese durch jeweilige Zu- oder Abnahme der nukleären Färbung mittels 
Meerrettichperoxidase-Reaktion bei der Immunhistochemie mit Antikörpern gegen RARα 
und RARγ semiquantitativ nachweisen. Weierhin lassen die Ergebnisse unserer 
immunhistochemischen Untersuchungen erkennen, daß tatsächlich nur Zellkerne von 
karzinomatös veränderten Zellen verstärkte Immunreaktivität gegen den anti- RARα-
Antikörpe aufwiesen, wobei die unveränderten Zellen verstärkte Immunreaktivität gegen 
den verwendeten anti-RARγ-Antikörper zeigte. 
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THESEN 
Der Effekt der Androgen-Eliminierung beim Prostatakarzinom sind seit den 
Kastrationsversuchen von Higgins et al. belegt. Molekularbiologische Untersuchungen am 
Androgenrezeptor, insbesondere die Klonierung des Androgenrezeptor-Gens durch Liao 
trugen zum weiteren Verständnis der Mechanismen der Androgenwirkung bei. 
Retinoide sind Steroide, Derivate des Vitamin A, die ihre Wirkung durch Interaktion mit 
Retinoid-Rezeptoren, lokalisiert im Zellkern, entfalten. Diese Retinoid-Rezeptoren, von 
denen eine Reihe von Sub-Typen charakterisiert wurde, weisen erstaunliche 
Ähnlichkeiten mit dem Androgenrezeptor auf . Das trifft sowohl strukturell als auch 
funktionell , im Hinblick auf deren Funktion als Transkriptionsfaktoren, zu. 
Retinoide wurden als als Therapeutikum bei verschiedenen Karzinomen in der 
Vergangenheit erfolgreich angewandt. Überzeugendstes Beispiel ist der Einsatz von 
Retinoiden als Therapeutikum bei der Promyelocyten-Leukämie, ein Malignom das 
nachgewiesen durch strukturelle Veränderungen an einem der Retinoid-Rezeptor-
Subtypen verursacht wird.  
Experimentelle Arbeiten an Zellkulturen haben einen inhibierenden Effekt von Retinoiden 
auf das Zellwachstum verschiedener Malignom-Zellen, insbesondere beim 
Prostatakarzinom, nachgewiesen. 
Eigene Untersuchungen zeigten, daß der Effekt von Retinoiden auf das Zellwachstum von 
Prostata-Epithelzellen und Prostatakarzinomzellen keiner einfachen Kinetik folgt, sondern 
neben der Abhängigkeit von der Retinoid-Dosis, auch von der Zellinie, insbesondere 
deren Androgenrezeptor abhängt. So zeigten LNCaP-Zellen (androgenabhängig, mit 
Androgenrezeptormutation) Unterschiede in der Zellproliferation im Vergleich zu PC3 
(androgemnunabhängig) oder NRP154 (Prostatakarzinom Ratte) und NRP152 
(Prostataepithel Ratte). Die beiden letzteren Zellinien erschienen interessant, da sie einen 
Vergleich zwischen Karzinomzellen und benignen Eoithelzellen ermöglichen und darüber 
hinaus Vergleiche bei der Karzinogenese des Prostatakarzinoms im Tiermodell (Lobund-
Wistar-Ratten, Pollard-Modell) ermöglichen. 
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Die beobachteten Effekte der Retinoidwirkung bei verschiedenen Prostata-Zellinien 
(benigne und maligne) ließen Interaktionen von Retinoiden mit dem Androgenrezeptor 
und/ oder Androgen-Interaktion mit Retinoid-Rezeptoren vermuten.   
Northern-blots mit Poly(A)RNA von verschiedenen Prostata-Zellinien (benigne und 
maligne) nach Behandlung mit Retinoic acid (RA) bestätigte dosisabhängige Unterschiede 
in der Expression der Androgenrezeptor (AR)-mRNA. 
Umgekehrt verursachte die Behandlung mit Testosteron in verschiedenen Prostata-
Zellinien (benigne und maligne) Unterschiede in der Expression der Retinoid-Rezeptor-
mRNA für RARα und RARγ. 
Die Ergebnisse, die in (7) und (8) zusammengefaßt sind unterstützen somit die Hypothese 
einer Interaktion von Retinoiden und Androgenen mit deren Rezeptoren auf RNA-Ebene. 
Western Blot Analysen wurden durchgeführt, um zu untersuchen, ob die Expression der 
Retinoid-Rezeptoren RARα and RARγ nach Gabe von Testosteron Unterschiede auf 
Protein-Ebene aufweist. 
Beim Vergleich von malignen und benignen Prostataepithelzellen zeigten sowohl 
Northern-als auch Western-Blots eine vermehrte Expression von RARα-mRNA, als auch 
RARα-Protein bei der Karzinomzellinie NRP154, im Gegensatz zu NRP152. Die 
Expression von RARγ-mRNA und RARγ-Protein verhielt sich genau entgegengesetzt. 
Untersuchungen an humanem Prostatagewebe bestätigten Unterschiede in der 
Expression von RARαmRNA und RARγmRNA mittels RT-PCR. Western Blots mit Protein-
Lysaten von humanem Prostata- und Prostata-Karzinomgewebe bestätigten die 
Unterschiede in der Expression von RAR α und RARγ auf Protein-Ebene. 
Durch immunhistochemische Untersuchungen an humanem Prostatagewebe mit 
Antikörpern gegen RAR α und RARγ konnten deren Lokalisation und Expression 
nachgewiesen werden. Dabei zeigte sich wiederum eine erhöhte Immunreaktivität von 
RARα beim Prostatakarzinom, im Gegensatz zu RARγ, das bei benignem 
Prostataepithelium deutlich stärkere Immunreaktivität aufwies.  
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Das von Pollard et al. entwickelte Tiermodell der Karzinogenese eines Prostatakarzinoms 
bei der Ratte, verwendet Lobund-Wistar-Ratten, die schon spontan ein Prostatakarzinom 
entwickeln können. Durch einmalige Gabe des Karzinogens Methyl-nitroso-Harnstoff 
(MNU) I.V. und kontinuierliche Gabe von Testosteron (als sunbkutane slow-release 
Applikation) kann die Chance der Karzinomentstehung erhöht werden. Bei unseren 
eigenen Untersuchungen entwickelten 90% der so behandelten Tiere nach 10 Monaten 
ein histologisches Prostatakarzinom. 
Immunhistochemische Untersuchungen am Rattenmodell lieferten Resultate, die denen 
am menschlichen Prostatakarzinom entsprechen. Während RARγ initial und in den 
unbehandelten Kontrollgruppen stärkere Immunreaktivität in Gewebsschnitten und 
Western blots zeigte, nahm die Expression von RARα im Verlauf der Karzinogenese zu - 
die Immunreaktivität von RARγ dagegen nahm im Verlauf der Karzinogenese ab. 
Androgene entfalten ihre Wirkung nach Bindung an den im Zellkern lokalisierten 
Androgenrezeptor als Transkriptionsfaktoren, wobei die Expression von Genen aktiviert 
wird, die verschiedenartige Proteine kodieren mit unterschiedlichen Funktionen innerhalb 
der Zelle . Ein Teil dieser Proteine ist nicht im Zellkern, sondern an der Zellmembran 
lokalisaiert, z.B. EGFR IGF-1R und PSMA. 
Danielpour at al. zeigten Unterschiede in der Expression von TGFβ nach Gabe von 
Retinoiden und vermuten, daß RA- Effekte auf das Zellwachstum durch TGFß vermittelt 
werden. 
Unsere eigenen Untersuchungen zielten darauf ab, den Einfluß von Retinoid-Gabe auf die 
Expression von EGFR zu untersuchen, von dem bekannt ist, daß die Expression durch 
Androgene stimuliert werden kann (Traisch). Im Vergleich der Karzinomzellinie NRP154 
gegenüber NRP152 zeigte sich EGFR in Western Blots stärker in der Karzinomzellinie 
exprimiert. Liganden-Bindungs-Assays mit Zellmembranen von NRP154 und NRP152 mit 
[125I]-EGF zeigten, daß die Gabe von Retinoiden in einer Konzentration von 0.1µM nicht 
nur die EGFR-Verfügbarkeit, sondern auch dessen Bindungsaffinität verminderte. 
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Liganden-Bindungs-Assays mit Zellmembranen von NRP154 und NRP152 mit [125I]-IGF1 
zeigte eine Reduzierung der Rezeptorexpression, sowohl auch der Bindungsaffinität des 
IGF-Rezeptors. 
Zusammenfassend belegen unsere Untersuchungen, daß Retinoide einen meist 
wachstumshemmenden Effekt auf Prostatakarzinomzellinien verursachen, der 
wahrscheinlich neben Bindung an Retinoid-Rezeptoren (RARs`) durch Interaktion mit dem 
Androgenrezeptor (AR), vermittelt durch Hemmung verschiedener membrangebundener 
Zellproteine und Rezeptoren ,verursacht wird. Weiterhin konnten wir zeigen, daß sich im 
Verlauf der Prostata-Karzinogenese im Tiermodell, die Expression der Retinoid-
Rezeptoren RARα und RARγ umkehrt, was möglicherweise das verschiedene 
Wachstumsverhalten, als auch Unterschiede der Zellproliferation nach Gabe von 
Retinoiden in normalen Epithelzellen gegenüber Prostatatkarzinomzellen erklärt.  
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